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 ABSTRAKT 
Studium mo!nosti vyu!ití odpadního papíru na mikrobiální produkci celulas bylo 
provád"no za pomoci kultivace Aspergillus niger na zdroji uhlíku, kter#m byl odpadní 
kancelá$sk# papír a karton, zvlh%en# bezuhlíkat#m médiem, nebo destilovanou vodou. 
Kultivace probíhala zp&sobem SSF v Erlenmeyerov#ch ba'kách a kolonách. Byla 
sledována koncentrace extracelulárních protein&, jejich celulasová aktivita  
a u vybran#ch vzork& i aktivita proteasová. Bylo zji(t"no, !e nejv#hodn"j(ím zp&sobem 
kultivace z hlediska produkce celulas je kultivace v kolon", prom#vané bezuhlíkat#m 
médiem v t$ídenních intervalech.  
 
ABSTRACT 
Study of the employment of waste paper to microbial production of cellulase was 
carried out using Aspergillus niger cultivation on carbon sources that have been waste 
office paper and cardboard, humidified by no-carbon medium or distiled water. 
Cultivation took place in the SSF way in Erlenmeyer flasks and columns. Concentration 
of extracellular proteins, cellulase and protease activity for selected samples were 
monitored.It was found that the most advantageous method of cultivation in terms  
of cellulase activity production is the cultivation in the column washing by no-carbon 
medium in three-day intervals 
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1 ÚVOD 
Papír je velice roz(í$en# odpad, kter# je vedlej(ím produktem celé $ady 
pr&myslov#ch odv"tví. V souladu s moderními trendy vyu!ívání druhotn#ch surovin  
se papír nabízí jako v#born# zdroj uhlíku pro biotechnologické aplikace. Papír je velice 
(irok# pojem, kter# v sob" sdru!uje velké mno!ství materiál&. Suroviny pro v#robu 
papíru jsou lehce dostupné. Základní surovinou pro v#robu papíru jsou nejr&zn"j(í 
vláknité materiály, které velmi %asto obsahují celulosu. [2; 3] 
Celulosa je nejb"!n"j(ím organick#m polymerem a je pova!ována  
za nevy%erpateln# zdroj suroviny pro r&zné aplikace. [15] Celulosa je nejhojn"j(í 
obnoviteln# biopolymer na zemi a je také dominantním odpadním materiálem 
zem"d"lství. Slibnou strategií pro vyu!ití tohoto obnovitelného zdroje je mikrobiální 
hydrol#za lignocelulosového odpadního materiálu a následná fermentace vznikl#ch 
redukujících sacharid&. Touto cestou by mohla b#t celulosa zpracovávána pro produkci 
po!adovan#ch metabolit&, nebo biopaliv. [16; 17; 18]  
Celulasy jsou základními enzymy, které jsou pou!ívány na degradaci 
lignocelulosového materiálu. Celulasy hydrolyzují celulosu,  
() – 1, 4 – D – glykosidické vazby v její molekule). Jako produkt vznikají glukosa, 
celobiosa a celooligosacharidy. [39] Celulasy jsou produkovány nejr&zn"j(ími 
mikroorganismy. Jedním z vhodn#ch produk%ních mikroorganism& je i Aspergillus 
niger. [34] A. niger je plíse', která ke svému r&stu nepot$ebuje volnou vodu a m&!e r&st 
také na pouze zvlh%en#ch substrátech, proto je vhodn#m mikroorganismem pro SSF 
kultivaci. [24] 
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2 CÍL PRÁCE 
Cílem práce bylo zhodnotit na základ" sledovan#ch parametr& mo!nost pou!ití 
odpadního papíru na mikrobiální produkci celulolytick#ch enzym&. Jako produk%ní 
mikroorganismus byl zvolen Aspergillus niger (CCM – F 8189), kter# pocházel z *eské 
sbírky mikroorganism& Masarykovy Univerzity v Brn".  
Byly sledovány následující parametry: 
A) Kultivace v Erlemneyerov#ch ba'kách 
• Produkce extracelulárních celulas a proteas 
• Produkce extracelulárních protein& 
• Vliv druhu odpadního papíru na produkci extracelulárních protein& 
a celulasovou aktivitu 
• Vliv druhu testovaného odpadního papíru na A. niger a produkci v#(e 
uveden#ch extracelulárních protein& 
B) Kultivace v kolonách 
• Ovlivn"ní A. niger zp&sobem kultivace na vhodném odpadním papíru  
• Stanovení základních enzymov#ch charakteristik u vybran#ch frakcí  
z kultivace 
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3 TEORETICKÁ !ÁST 
3.1 Papír 
Pod pojmem papír je podle legislativy ozna%ován plo(n# materiál, kter# byl 
vytvo$en z rostlinn#ch, !ivo%i(n#ch, syntetick#ch organick#ch nebo anorganick#ch 
vláken. Jedná se o materiál, kter# byl vytvo$en pouze z t"chto vláken, nebo za pou!ití 
pomocn#ch látek. Papír má podle platné legislativy plo(nou hmotnost do 150 g/m2. [1] 
Lepenka je podle platné legislativy hrub#, tuh#, plo(n# papírov# materiál.  
Má plo(nou hmotnost do 250 g/m2 a tlou(+ka tohoto materiálu nep$esahuje 300 µm. 
Podobn" jako papír nebo lepenku, je podle této normy mo!né definovat také karton, 
kter# má plo(nou hmotnost mezi 150 a 250 g/m2. [1] 
3.1.1 Suroviny pro v%robu papíru 
Ji! od po%átku byla v#roba papíru spojena s vyu!itím rostlinn#ch, ale také  
i bílkovinn#ch vláken, které byly velice lehce dostupné ve form" sekundárních surovin. 
Tento princip v#roby papíru z&stává zachován dodnes. V sou%asnosti se na v#robu 
papíru pou!ívají prakticky v(echna dostupná vlákna, mezi nimi! v na(ich podmínkách 
p$evládají vlákna d$evin. [2] 
Vlákna d$evin a rostlin mohou b#t %len"na podle p&vodu na: 
• Vlákna ze stonk& a stébel (jehli%nat#ch a listnat#ch d$evin, slámy) 
• Vlákna z tobolek (bavlna) 
• L#ková vlákna (len, konopí, juta) 
• Vlákna z list& (sisal) 
[3] 
3.1.2 Rozd*lení a vlastnosti vláken 
Vlákna pro v#robu papíru jsou podle [3] rozd"lena na tyto základní skupiny: 
• Rostlinná vlákna 
• ,ivo%i(ná vlákna 
• Nerostná p$írodní a um"lá vlákna 
• Chemická vlákna z p$írodních polymer& 
• Chemická vlákna ze syntetick#ch polymer& 
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Do skupiny rostlinn#ch vláken jsou $azeny vlákna lnu, konopí, textil, mechanická 
pletiva d$evin a rostlin. 
Skupina !ivo%i(n#ch vláken v sob" zahrnuje vlnu, srst, odpad k&!i zpracujícího 
pr&myslu. 
Nerostná skupina vláken zahrnuje vlákna sklen"ná, %edi%ová, nebo keramická.  
Tato vlákna b#vají velmi %asto vyráb"na speciáln" pro pot$eby papírenského pr&myslu.  
Do této skupiny mohou b#t zahrnuta také vlákna kovová (nap$. hliníková, m"d"ná, 
ocelová, st$íbrná). 
Chemická vlákna p$írodních polymer& pocházejí z regenerované celulózy, derivát& 
celulózy (acetátové deriváty), vláken alginát& a vláken formovan#ch ze !ivo%i(n#ch 
(kolagenov#ch, keratinov#ch) a rostlinn#ch bílkovin (sója). 
Chemická vlákna ze syntetick#ch polymer& jsou nej%ast"ji tvo$ena z polyamidu, 
polyesteru, polyvinylu, polyuretanu.   
[3] 
3.1.3 Technologie v%roby papíru 
Celá technologie v#roby je podle Kozmála [4] slo!ena z r&zn#ch proces&.  
Tyto procesy jsou rozd"leny do t$ech základních skupin: 
• P$íprava papíroviny 
• P$evedení papíroviny na papír 
• Úprava papíru a zpracování papíru na v#robky 
[4] 
Kozmál do první skupiny operací (p$íprava papíroviny), $adí bobtnání, 
rozvlák'ování, mletí, klí!ení, pln"ní, barvení a %i(t"ní papíroviny. Tato %ást v#roby 
papíru spo%ívá na chemick#ch a fyzikáln" – chemick#ch d"jích, které dávají v#rob" 
papíru chemicko – technologick# charakter. P$i následn#ch procesech zpracovávání 
papíroviny probíhají fyzikáln" – chemické d"je, které mají za následek vznik vazeb 
mezi vlákny. [4] 
Do druhé skupiny operací jsou $azeny procesy, kter#mi jsou dispergace papíroviny, 
nátok, formování papíru, odvod'ování lisováním s následn#m odvodn"ním su(ením, 
vlh%ení papíru a jeho navíjení. [4] 
T$etí skupina zahrnuje procesy spojené s p$evíjením, hlazením, le(t"ním, $ezáním, 
povrchov#m barvením, potiskem a zpracováním na hotové v#robky. [4] 
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3.1.3.1 P(íprava papíroviny 
Buni%ina je do papírny dopravována ve form" suspenzí. Tyto suspenze samy o sob" 
nejsou hned vhodné k v#rob" papíru, proto!e papír vyroben# z neupraven#ch vláken má 
nízké pevnostní vlastnosti a má nepravidelnou, otev$enou, pórovitou strukturu.  
Pro v#robu jednotliv#ch druh& papíru je pot$ebná správná volba zdroje vláken  
a pomocn#ch prost$edk&, které jsou p$i v#rob" papíru pou!ity. [5] 
Morfologické a geometrické vlastnosti vláken jsou dány jejich p&vodem, chemické 
vlastnosti vypl#vají ze zp&sobu izolace zdrojov#ch vláken. Chemické vlastnosti vláken 
nejsou v pr&b"hu v#roby m"n"ny. Vlastnosti vláken, které jsou v pr&b"hu v#roby 
m"n"ny, jsou jejich fyzikáln" – chemické vlastnosti. Tyto vlastnosti mohou b#t 
modifikovány v pr&b"hu procesu rozvlák'ování, kdy hraje zásadní roli interakce vláken 
s vodou. [5] 
Voda se dostává do p$ístupn#ch oblastí bun"%n#ch st"n a v t"chto místech uvol'uje 
vodíkové vazby mezi povrchy celulosy. Vlákna jsou dispergována nejd$íve ve form" 
shluk&, pozd"ji se rozd"lí ve vzniklé suspenzi na jednotlivá vlákna. Molekuly vody 
mohou b#t na povrchu celulosy r&zn" uspo$ádány. [6; 7; 8] 
3.1.3.2 Klí'ení 
Klí!ení si vy!ádala strojová v#roba papíru, která je známa od roku 1807. P&vodn" 
se k tomuto ú%elu pou!íval roztok (krobu. Jedná se o úpravu, p$i které jsou povrchové 
vrstvy papíru nasyceny a vytvo$ením filmu na povrchu papíru je kapilární struktura 
uzav$ena, %ím! je potla%en pr&nik vody do papíru. Povrch papíru m&!e b#t také 
modifikován chemicky za pou!ití hydrofobizujících látek. Zp&sobem klí!ení,  
kter# je v sou%asné dob" pou!íván, je kombinace klí!ení v papírovin" a na povrchu 
papíru. [9] 
Jednou z mo!n#ch vlastností papíru, které mohou b#t v procesu klí!ení 
modifikovány, je pevnost za mokra. Do papíru jsou p$idávány látky posilující vazby 
mezi vlákny, které jsou poté odoln"j(í v&%i vod". Za tímto ú%elem mohou b#t pou!ity 
nap$. mo%ovino – formaldehydové, nebo melanin – formaldehydové látky. [9] 
3.1.3.3 Pln*ní 
Pln"ním je podle Bla!eje a Krko(ky [9] p$idávání minerálních látek k papírovin"  
p$ed operacemi, které jsou spojeny s jeho formováním. V minulosti bylo pln"ní 
pova!ováno za sni!ování kvality samotného papíru, ale postupem %asu bylo od tohoto 
náhledu upu(t"no, proto!e byly zohledn"ny mo!nosti modifikace u!itkov#ch vlastností 
papíru a v neposlední $ad" také d&vody ekonomické. [9] 
Plnidla jsou nepostradatelná v papírech ur%en#ch pro potisk a v balicích papírech. 
V papírech ur%en#ch pro potisk jsou !ádány pro sv&j pozitivní vliv na b"lost papíru  
a zlep(ení potiskov#ch vlastností papíru. V balicích papírech se plnidel pou!ívá 
z d&vodu ochrany v#robku p$ed sv"tlem. [9] 
  6 
3.1.3.4 Barvení 
Barvením papíru se zab#vá celá %ást papírenského pr&myslu. K barvení a zárove' 
zv#(ení atraktivity papíru jsou pou!ívána nejr&zn"j(í barviva. Jedná se o (irokou (kálu 
organick#ch, anorganick#ch a syntetick#ch barviv, která jsou %asto dále rozd"lována 
podle sv#ch vlastností. [10] 
3.2 V%roba a vlastnosti vlnit%ch lepenek 
Ji! velice dlouhou dobu je jako obalov# materiál dob$e známa vlnitá lepenka. 
Vlnitá lepenka je slo!ena z n"kolika vrstev, jak je ukázáno na Obrázku 1. Lepenka  
je slo!ena z krycí vrstvy, na její! druhé stran" je nalepena zvln"ná vrstva,  
na kterou je nalepena dal(í krycí vrstva tak, aby zvln"ná vrstva byla mezi dv"ma 
krycími vrstvami. V#hodami a d&vody pou!ití vlnit#ch lepenek jako obalového 
materiálu jsou podle Donáta [11] její tuhost, pevnost, pru!nost a zárove' její nízká 
hmotnost.  
Na v#robu krycí vrstvy b#vají zpravidla pou!ity kartony z vláken sulfátové buni%iny, 
nebo kartony ze sekundárních vláken, které jsou získány recyklací nejr&zn"j(ích 
vláknit#ch materiál&. Na v#robu vlnité mezivrstvy b#vá pou!ívána nasávaná kartoná!. 
[11; 12] 
Na slepování jednotliv#ch vrstev vlnit#ch lepenek je pou!íváno vodní sklo 
s pom"rem SiO2 : Na2O = 3,3 : 1. Dále jsou %asto pou!ívána lepidla na bázi (krobu  
a modifikovaná (krobová lepidla. K modifikaci (krobov#ch lepidel jsou pou!ívány 
syntetické látky nap$. mo%ovino – formaldehydové prysky$ice. [13; 14] 
 
 
 
 
 
 
Obrázek 1 Struktura vrstvy vlnit%ch lepenek 
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3.3  Celulosa 
Celulosa je nejb"!n"j(ím organick#m polymerem. P$edstavuje asi 1,5 ! 1012 tun 
z celkové produkce biomasy fotosyntézou. Hodnota reprezentuje p$evá!n" produkci 
celulosy trofick#mi !iv#mi systémy. Celulosa je pova!ována za nevy%erpateln# zdroj 
suroviny pro r&zné aplikace. [15]  
Bhat a kol. [16] charakterizovali celulosu jako nejhojn"j(í obnoviteln# biopolymer 
na zemi. Prozkoumali také mo!nost vyu!ití odpadních materiál& ze zem"d"lství,  
jako druhotn#ch surovin. Celulosa je toti! dominantním odpadním materiálem 
zem"d"lství. Slibnou strategií pro vyu!ití tohoto obnovitelného zdroje je mikrobiální 
hydrol#za lignocelulosového odpadního materiálu a fermentace vznikl#ch redukujících 
sacharid&. Touto cestou by mohla b#t celulosa zpracovávána pro produkci 
po!adovan#ch metabolit&, nebo biopaliv. [17; 18]  
3.3.1 Struktura molekuly celulosy 
Základním stavebním kamenem molekuly celulosy (Obrázek 3), je molekula 
glukosy. Základní opakující se jednotkou v molekule celulosy, je molekula celobiosy, 
její! vzorec je uveden na Obrázku 2. 
 
Obrázek 2 Struktura celobiosy 
 
Obrázek 3 Struktura celulosy 
Jednotlivé $et"zce v nativní celulose mohou obsahovat v závislosti na p&vodu 
polymeru od 250 do 10000, n"kdy a! 14000 glukosov#ch jednotek. Glukosové jednotky 
jsou spojeny ) (1 – 4) glykosidick#mi vazbami (Obrázek 3). [19; 20] 
  8 
Marchessault a kol. [17] popsali v roce 1993 celulosu jako krystalick# polymer, 
co! je v oblasti biopolymer& nezvyklá vlastnost. Celulosové $et"zce jsou v krystalech 
vystu!eny inter a intra – $et"zcov#mi vodíkov#mi m&stky (Obrázek 4). Jednotlivé 
p$iléhající pláty vláken jsou k sob" poutány za pomoci slab#ch Van – der Waalsov#ch 
sil. [17; 18] 
 
Obrázek 4 Interakce vodíkov%mi m&stky v molekule celulosy 
Celulosa je v p$írod" p$ítomna v tém"$ %istém stavu. V p$írod" jsou celulosová 
vlákna ulo!eny v prost$edí jin#ch strukturních biopolymer&, nej%ast"ji hemicelulos  
a ligninu. [17; 18]  
D&le!it#m rysem, kter# vypl#vá z krystalické struktury celulosy, je relativní 
nepropustost nejen pro velké molekuly, kter#mi mohou b#t enzymy, ale v n"kter#ch 
p$ípadech také i pro malé molekuly vody. Cowling [21] a Fan a kol. [22] potvrdili 
v molekulách celulosy krystalické i amorfní regiony molekuly. [21; 22] 
Lynd a kol. [23] prokázali v roce 2002 d&le!itost faktor& povahy celulosového 
substrátu a jeho stavu pro enzymatickou hydrol#zu. Vhodné p$edúpravy biomasy,  
které mají za následek naru(ení struktury ligninu, jsou schopny zlep(it míru biologické 
rozlo!itelnosti. [23] 
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3.4 Produk$ní mikroorganismus Aspergillus niger 
Aspergillus niger je haploidní vláknitá houba. V#znam A. niger je velik#. Nejen,  
!e je %asto pou!íván pro produkci extracelulárních enzym& a citrónové kyseliny,  
ale b#vá také %asto pou!íván v odpadovém hospodá$ství. V p$írod" je A. niger velice 
%asto nacházen v p&d" a také v prost$edí s uzav$en#m vzdu(n#m prost$edím.  
Jedná se o termorezistentní mikroorganismus. A. niger je plíse', která ke svému r&stu 
nepot$ebuje volnou vodu a m&!e r&st také na pouze zvlh%en#ch substrátech. [24] 
Aspergillus niger produkuje krom" celé $ady protein& s nejr&zn"j(í funkcí 
(amylasy, proteasy, lipasy, celulasy – Tabulka 1 [25]) také toxiny.  
Jedná se o sekundární metabolity, kter#mi mohou b#t nap$. aflatoxin a ochratoxin.  
Jeho ú%ast na produkci metabolit&, kontaminaci potravin vytvá$í velk# dopad  
na ekonomiku. Proto je v sou%asné dob" kladen velik# d&raz na studium genomové 
sekvence A. niger. [26; 27] 
Tabulka 1 Enzymy získané z Aspergillus niger [25] 
Název Enzymu 
- - Amylasa Xylanasa 
) - Amylasa Polygalakturonasa 
Glukoamylasa Pektinesterasa 
Laktasa Celulasa 
Katalasa Glukosaoxidasa 
Proteasa Glukosadehydrogenasa 
Trehalasa Ureasa 
Tannasa Inulinasa 
Melibasa Amidasa 
Lipasa Zymasa 
Fosfolipasa  
 
Z hlediska biotechnologické produkce jsou jako GRAS za pomoci A. niger 
produkovány amylasy, lipasy, celulasy, xylanasy, proteasy. [24; 25] 
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3.4.1 Bun*$ná struktura  
Aspergillus niger tvo$í kolonie, které jsou pokryty konidiofory, co! jsou hyfy,  
které jsou od ostatních hyf z$etelné odd"leny a nesou konidie. Konidie mohou mít r&zn" 
slo!ité v"tvení a na konci mohou b#t zdu$elé do vezikulu. Debets a kol. [28] zjistili 
v roce 1990, !e konidiofory A. niger mají odvykle 900 – 1600 µm na délku a pr&m"r 
vezikul& m&!e b#t v rozmezí od 40 do 60 µm. Na povrchu vezikuly se fialidy u rodu 
Aspergillus vyskytují ve dvou vrstvách. Primární metuly poté vyr&stají z vezikuly  
a sekundární fialidy vyr&stají ve svazcích z metul. [28; 29] 
Uspo$ádání jednotliv#ch segment& je dob$e patrné na Obrázcích 5 a 6. 
 
 
Obrázek 5 Nákres Aspergillus niger [30] 
 
Obrázek 6 Aspergillus niger [31] 
  11 
3.4.2 Solid – state fermentace (SSF) 
Na rozdíl od submerzní kultivace (SmF) mikroorganism& je kultivace SSF 
provád"na za kontrolovan#ch podmínek. Jednou ze základních podmínek pro SSF 
kultivaci je nep$ítomnost volné vody. K produkt&m SSF kultivace jsou $azeny enzymy, 
biopaliva a nutri%n" obohacená krmiva pro hospodá$ská zví$ata. Aplikace moderních 
biotechnologick#ch poznatk& a pokrok v technologiích kontroly vede k rapidnímu 
zv#(ení produktivity tohoto systému. [32] 
Hlavní v#hody SSF oproti SmF jsou: 
• Vy((í objemová produktivita 
• Jednodu((í s obvykle ni!(ími energetick#mi nároky 
• Jednodu((í spln"ní aera%ních nárok& mikroorganism& 
• Napodobuje p$irozené !ivotní prost$edí plísní a bakterií 
• Jednodu((í následné zpracování (downstream) 
[32] 
Aguilar a kol. [33] charakterizovali v roce 2008 hlavní nev#hodu pou!ití SSF. 
Hlavní nev#hodou SSF jsou nároky na zvolen# mikroorganismus. Zvolen# 
mikroorganismus musí b#t schopen r&st p$i nízké vlhkosti a navíc sledování parametr& 
kultivace je obtí!né. Velkokapacitní produkce enzym& za pomoci SSF proto není zatím 
p$íli( roz(í$ena. [33] 
3.4.3 Celulasy produkované za pomoci Aspergillus niger 
Celulasy jsou základními enzymy, které jsou pou!ívány na degradaci 
lignocelulosového materiálu. Jsou produkovány nejr&zn"j(ími mikroorganismy, 
uveden#mi v Tabulce 2. [34] 
Mikroorganismy produkující celulasy mají uhlovodíky, jako primární zdroj  
pro sv&j r&st. Tyto mikroorganismy v"t(inou nejsou schopny vyu!ívat primárn" 
proteiny nebo lipidy. [23] 
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Tabulka 2 Seznam mikroorganism&, produkujících celulolytické enzymy [34] 
Doména Rod Druh 
Fungi Apergillus A. niger 
A. nidulans 
A. oryzae (rekombinant) 
Fusarium F. solani 
F. oxysporum 
Humicola H. insolens 
H. grisea 
Melanocarpus M. albomyces 
Penicillium P. brasilianum 
P. occitans 
P. decumbans 
Trichoderma T. reesei 
T. longibrachiatum 
T. harzianum 
Bacteria Acidothermus A. cellulolyticus 
Bacillus Bacillus subtilis 
Clostridium C. acetobutylicum 
C. thremocellum 
Pseudomonas P. cellulosa 
Rhodothermus R. marinus 
Actinomycetes Cellulomonas C. fimi 
C. bioazotea 
C. uda 
Streptomyces S. drozdowiczii 
S. lividans 
Thermononospora T. fusca 
T. curvata 
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Schopnost produkovat velká mno!ství extracelulárních protein& je charakteristická 
pro ur%ité rody plísní. Pou!ití t"chto rod& je proto velice v#hodné pro produkci 
extracelulárních celulas. Jednou z nejintenzivn"ji studovan#ch plísní je z tohoto pohledu 
Trichoderma reesei, která je schopna p$em"nit nejr&zn"j(í formy celulosy na glukosu. 
Krom" T. reesei  pat$í z tohoto pohledu k nejvíce studovan#m mikroorganism&m také 
rody Apergillus, Humicola, Penicillium. [35; 36; 37; 38] 
Zatímco n"které rody plísní jsou schopny metabolizovat celulosu jako zdroj 
energie, pouze n"kolik je jich schopno produkovat celulasov# komplex,  
kter# má praktické vyu!ití v hydrol#ze celulosy. Zmín"né rody Apergillus, Humicola, 
Penicillium a Trichoderma jsou i komer%n" nejvíce pou!ívány pro produkci celulas. 
[35; 36; 37; 38] 
3.4.4 Zp&sob ú$inku extracelulárních celulas 
Celulasy hydrolyzují celulosu, p$esn"ji $e%eno ) – 1, 4 – D – glykosidické vazby  
a jako produkt vznikají glukosa, celobiosa a celooligosacharidy.  
Schulein ve své práci z roku 1988 [39] charakterizoval t$i základní typy celulas: 
• Celobiohydrolasa (CBH nebo 1, 4 – ) – D – glukan celobiohydrolasa) 
• Endo – ) – 1, 4 – glukanasa (EG) 
• ) – glukosidasa (BG) 
[39] 
Celulasy jsou rozd"lovány podle zp&sobu jejich funkce a ú%inku, kter# má vliv  
na $et"zec celulosy. [40] Podjednotky celého celulasového systému skládajícího  
se z CBH, EG, BG spolu spolupracují a m"ní celulosu na glukosu. [41] Druhy 
podjednotek celulas a zp&sob jejich ú%inku jsou uvedeny v Tabulce 3. Rozd"lení 
uvedené v Tabulce 3 vychází ze studie z roku 1997, ve které jsou uvedeny 4 základní 
typy celulas. [40] 
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Tabulka 3 Komponenty celulas a jejich zp&sob ú$inku na molekulu celulosy [40] 
 
 
P$íklady mo!n#ch struktur celulas jsou uvedeny na Obrázcích 7 a 8.  
Jedná se o katalytická místa enzymu, která jsou spojena s místy enzymu,  
které nevykazují katalytickou aktivitu. Tato katalyticky neaktivní místa jsou spojeny 
s katalytickou doménou enzymu za pomoci tzv. linkeru. [20; 42] 
 
 
Obrázek 7 P#íklad struktury endoglukanasy. [42] Obrázek 8 P#íklad struktury celobiohydrolasy. [42] 
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P$íklad struktury nekatalytické domény enzymu, která vá!e cel# enzym k vláknu 
celulosy je uveden na Obrázku 9. 
 
Obrázek 9 P#íklad struktury nekatalytické domény celulasy. [42] 
Rabinowich a kol. [42] popsali ve své práci v roce 2002 funkci celulolytického 
komplexu, která je následující: 
P&vodní struktura celulosy je znázorn"na na Obrázku 10 v kroku 1. Nekatalytická 
doména celulasy provádí prvotní atak na svazky vláken celulosy v amorfních %ástech 
t"chto vláken (Obrázek 10 krok 2). Vnit$ní vlákna celulosy jsou poté dostupná  
pro endoglukanasy. Tento krok je znázorn"n na Obrázku 10 krokem %íslo 3. Dal(í 
rozklad vláken vede k uvoln"ní rozpustn#ch cukr&, které jsou odbourávány 
z redukujícího i neredukujícího konce za pomoci celobiohydrolas (na Obrázku 10  
krok 4). Finálním krokem zpracování celulosy je hydrolytické (t"pení rozpustn#ch 
oligosacharid& na celobiosu a z celobiosy je získána glukosa. [20; 42] 
 
Obrázek 10 Schéma ú$inku celulolytického komplexu [42] 
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3.4.5 Biofilm tvo(en% Aspergillus niger  
Pou!ití celulas v pr&myslu se velmi rychle rozvíjí. Jejich pou!ití roste v r&zn#ch 
pr&myslov#ch odv"tvích, kter#mi jsou nap$. pr&mysl zab#vající se zpracováním ovoce, 
produkcí krmiv, nebo textilní pr&mysl. [43] 
Stejn" jako jiné pr&myslov" produkované enzymy jsou celulasy produkovány  
za pou!ití submerzní fermentace (SmF), ale pou!ití SSF je také známo. Nejv"t(í 
v#hodou SSF je vysoká objemová produktivita ve srovnání s SmF a sní!ené náklady  
na následnou purifikaci enzym& (downstream) v d&sledku pou!ití charakteristické 
technologie produkce. [44] 
Za hlavní v#hodu SSF byla dlouhou dobu pova!ována limitace systému vodou, 
tak!e byl získáván oproti SmF produkt o vy((í koncentraci. Dal(í mén" prozkoumanou 
mo!ností SSF mohou b#t roz(í$ené fyziologické procesy p$i adhezi bun"k a formování 
biofilmu, co! je charakteristické pro SSF. Procesy odehrávající se v biofilmu  
na povrchu média jsou pou!ívány p$evá!n" pro %i(t"ní odpadních vod, ale jak ji! bylo 
$e%eno jejich pou!ití je zva!ováno i pro produkci enzym&. I p$es tyto v#hody je pou!ití 
biofilm& pro produkci celulas tvo$en#ch plísn"mi mén" roz(í$ené. [45; 46; 47] 
Gutiérrez – Correa a kol. [48] poprvé pojmenovali ve své práci z roku 2003 novou 
kategorii fermentací. Jedná se o povrchovou adhezní fermentaci (SAF). Tento pojem 
v sob" sdru!uje techniky fermentace SSF a fermentace v biofilmu. Koncept po%ítá 
s populací mikroorganism& !ijících na povrchu média. Biofilm sm"sné,  
nebo monokultury, m&!e b#t umíst"n na povrchu biologického i nebiologického 
p&vodu, jak prokázal Fenchel [49] ve své práci z roku 2002. [48; 49] 
Plísn" jsou p$irozen" p$izp&sobeny k r&stu na povr(ích, p$i kterém vykazují odli(né 
fyziologické chování, ne! p$i kultivaci SmF zp&sobem. Tento fakt vede k pou!ití plísní 
jako organism&, které jsou schopny tvo$it biofilm. [50] 
Villena a kol. [51] v roce 2007 publikovali práci, ve které se zab#vali p$ichycením 
spóry a tvorbou biofilmu A. niger.  Na Obrázku 11 je ukázán rozdíl v p$ichycení spóry  
a tvorb" biofilmu v závislosti na aktivit" vody p$i povrchové kultivaci A. niger. [51] 
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Obrázek 11 Adheze spóry Aspergillus niger a tvorba biofilmu p#i aw = 0,976 ($ást obrázku a; c) 
aw = 0,942 ($ást obrázku b; d) [51] 
Velice d&le!it#m faktorem, kter# zpravidla ovliv'uje r&st plísní a transport hmoty, 
je aktivita vody (aw). Proto m&!e b#t produkce a sekrece enzym& ovlivn"na vodní 
aktivitou. [52; 53] 
3.4.6 Proteasy produkované za pomoci Aspergillus niger 
Produkované proteasy mají velice (irokou oblast pou!ití. Zpravidla jsou pou!ívány 
v potraviná$ském, farmaceutickém a k&!i zpracujícím pr&myslu. Jsou také %asto 
vyu!ívány jako sou%ást %istících prost$edk&. Zajímavostí je, !e více ne! 60% trhu 
s enzymy tvo$í práv" proteasy. Nej!ádan"j(ími proteasami na trhu jsou proteasy, 
 které jsou stabilní i za kyselého pH. [54; 55] 
Extracelulární proteasy, stabilní v kyselém pH jsou mimo jin#ch také produkovány 
rodem Aspergillus. Nej%ast"j(ími zástupci rodu Aspergillus, u kter#ch byla prokázána 
produkce proteas jsou:  
• A. niger  
• A. oryzae 
• A. awamori 
• A. fumigatus 
• A. Samoi 
[56; 57; 58; 59; 60] 
a b 
c d 
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Plísn" jsou pro produkci enzym& vyu!ívány velice hojn" díky své schopnosti r&stu 
na pevn#ch substrátech a produkce velkého mno!ství extracelulárních enzym&. 
Vishwanatha a kol. [61] v roce 2010 studovali produkci proteas za pomoci A. oryzae. 
Optimalizovali také podmínky SSF pro produkci proteas. [61; 62]  
Nicmén" získaná proteasová aktivita byla stále nízká. Bylo zji(t"no, !e produkce 
proteas je u plísní indukovatelná, proto pro dal(í zlep(ení syntézy proteas a sní!ení 
substrátové inhibice bylo nutné sní!ení obsahu hydrolyzovateln#ch protein& v médiu. 
Leng a kol. [65] pro zlep(ení produkce proteas kultivovali A. niger a A. oryzae  
ve sm"sné kultu$e, kde byl sledován vliv média na produkci proteas. Bylo zji(t"no,  
!e pou!ití sm"sné kultury bylo efektivní strategií pro produkci induktivních proteas. 
[63; 64; 65] 
Proteasy izolované z rodu Aspergillus byly zkoumány a jejich molekulová 
hmotnost se pohybuje v rozmezí od 30 do 40 kDa. A. niger produkuje n"kolik typ& 
endopeptidas. [54; 66] 
3.5 Stanovení katalytické aktivity enzym& 
Na $ízení a koordinaci celého systému chemick#ch reakcí a s ním spojen#ch 
energetick#ch zm"n se podílí celá $ada biokatalyzátor&. Nejd&le!it"j(í a zárove' 
nejpo%etn"j(í skupinu t"chto biokatalyzátor& tvo$í bílkovinné makromolekuly, je! mají 
katalytickou funkci (enzymy). Enzymy jsou nacházeny ve v(ech !iv#ch systémech.  
Na jejich funkci je zalo!ena sama existence !ivota, jak jej dnes známe. V sou%asné dob" 
je o enzymech známo velice velké mno!ství informací, proto do(lo v minulosti 
ke vzniku samostatného oboru enzymologie. [67] 
3.5.1 Vyjad(ování katalytické aktivity enzym& 
Zp&soby vyjad$ování aktivity enzym& byly v posledních desetiletích n"kolikrát 
m"n"ny. Do t"chto zm"n vnesla po$ádek a! enzymová komise IUB v roce 1961,  
která navrhla standardní jednotku enzymové aktivity, je! umo!nila unifikaci 
a tím i mo!nost srovnávání údaj&. Jedná se o jednotku 1 U, která p$edstavuje mno!ství 
enzymu katalyzujícího za standardních podmínek (30°C a optimální pH) p$em"nu 
1 µmol substrátu za minutu, p$i saturaci substrátem. [68] 
V roce 1972 byla po zavedení jednotek SI, definována jednotka katal (kat). Její 
definice je následující. 1 kat p$edstavuje mno!ství katalyzátoru, které p$em"ní  
za standardních podmínek 1 mol substrátu za 1 sekundu. Vztah jednotky  
kat a U je 1 U = 16,67 nkat. [68] 
Katalytická aktivita vyjád$ená v katalech byla v roce 1981 (IUPAC) definována 
jako rychlost p$em"ny substrátu. P$i stanovování katalytické aktivity je obvykle m"$ena 
zm"na koncentrace substrátu, nebo produktu za ur%it# %asov# interval (reak%ní 
rychlost). Aby bylo mo!né v#sledek vyjád$it pomocí rychlosti p$em"ny substrátu, musí 
b#t zm"$ená hodnota reak%ní rychlosti násobena objemem vzorku. [68] 
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3.5.2 Metody m*(ení katalytické aktivity enzym& 
Vodrá!ka [67] rozd"lil metody stanovení katalytické aktivity enzym&. Mohou b#t 
rozd"leny podle principu detekce substrátu nebo produktu na: 
• Optické (spektrofotometrie, fluorimetrie, polarometrie, luminiscence) 
• Manometrické 
• Elektrochemické (potenciometrie, ampérometrie, polarografie, 
konduktometrie) 
• Radiometrické 
• Ostatní (viskozimetrie, mikrokalorimetrie, titrace, technologické testy) 
[67] 
3.5.2.1 Optické metody m*(ení katalytické aktivity enzym& 
Fotometrické metody jsou nejroz(í$en"j(ími metodami stanovení katalytické 
aktivity enzym&. Jsou zalo!eny na skute%nosti, !e zm"na koncentrace substrátu,  
nebo produktu za jednotku %asu je p$ímo úm"rná zm"n" absorbance za stejn# %asov# 
interval. Tato podmínka je spln"na za p$edpokladu, !e platí Lambert – Beer&v zákon. 
Zm"nu koncentrace substrátu nebo produktu je mo!no sledovat p$ímo, vykazuje – li 
absorbanci ve viditelné, nebo ultrafialové %ásti sv"telného spektra. Jestli!e substrát,  
nebo produkt enzymové reakce neabsorbuje elektromagnetické zá$ení, je mo!né vyu!ít 
vhodné chemické reakce, která jej pozm"ní natolik, !e je v#sledn# produkt barevn#, 
nebo absorbuje v ultrafialové %ásti spektra. Vztah absorbance a stanovované 
koncentrace je definován Lambert – Beerov#m zákonem [67]: 
 
A = ! !c !d  
 
kde A je absorbance, ' molární absorp%ní koeficient [cm2 ! mmol-1], c koncentrace 
[mol ! l-1] a d tlou(+ka absorbující vrstvy [cm]. [67]  
Reak%ní rychlost je vyjád$ena v tomto p$ípad" %asovou zm"nou absorbance  
.A/.t. M"$ení pro stanovení katalytické aktivity enzymu je zahájeno v okam!iku 
p$ídavku substrátu. Zm"na absorbance m&!e b#t m"$ena v ur%it#ch %asov#ch 
intervalech. Volba %asov#ch interval& je závislá na rychlosti sledované enzymatické 
reakce. [67] 
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Ke sledování enzymatické hydrol#zy cukr& mohou b#t pou!ity enzymové metody 
anal#zy. Rychlost hydrol#zy oligo nebo polysacharid& je stanovována na základ" 
m"$ení p$ír&stku redukujících skupin sacharid&. Mezi spektrometrické metody, zalo!ené 
na reduk%ních vlastnostech cukr& je $azena podle *opíkové [69] metoda  
Somogyi – Nelsonova a metoda s kyselinou 3, 5 – dinitrosalicylovou. [69] 
Metoda Somogyi – Nelsonova je pou!ívána pro stanovení koncentrace redukujících 
sacharid& v biologick#ch materiálech. Je také pou!ívána k ur%ení aktivity hydrolas. [69] 
Metoda Somogyi – Nelsonova vyu!ívá schopnosti vyredukovaného Cu2O vytvá$et 
modrozelenou komplexní slou%eninu s arsenmolybdenov#m %inidlem, která má 
absorp%ní maximum p$i 500 nm. K oxido – reduk%ní reakci je pou!ívána sm"s 
Somogyiho roztok& I a II. Následná reakce, která je zodpov"dná za produkci barvy,  
je vyvolána smícháním reak%ního roztoku s Nelsonov#m %inidlem. Koncentrace 
redukujících sacharid& je zji(t"na ode%tením z kalibra%ní k$ivky p$ipravené 
s p$íslu(n#m standardem. [69] 
3.6 Stanovení bílkovin 
K v#po%tu specifické aktivity enzym& je nutné v reak%ní sm"si stanovit analytickou 
koncentraci enzym&. Tímto je práv" stanovení bílkovin. Nejpou!ívan"j(ími metodami 
pro stanovení bílkovin jsou metody spektrofotometrické. Spektrofotometrická m"$ení 
mohou probíhat jednak v UV oblasti a jednak ve viditelné %ásti spektra. M"$ení v UV 
oblasti (275 – 280 nm) jsou vhodná pro p$ímé stanovení nezabarven#ch roztok& 
bílkovin. Pro spektrofotometrická stanovení bílkovin ve viditelné oblasti spektra  
je pou!ívána Biuretová metoda. Tato metoda, vhodná pro koncentrace bílkovin  
0,2 – 2,5 mg ! ml-1, je zalo!ena na reakci peptidové vazby s m"/nat#mi ionty 
v alkalickém prost$edí za p$ítomnosti vinanu a následném spektrofotometrickém 
stanovení vzniklého barevného komplexu. [67] 
Lowryho metoda [70] je nejpou!ívan"j(í metodou pro stanovení bílkovin. 
Kombinuje biuretovou reakci s redukcí kyseliny fosfomolybdenové a fosfowolframové 
za p&sobení Tyr a Trp zbytk& peptidového $et"zce. Sm"s fosfomolybdenové  
a fosfowolframové kyseliny je naz#vána Folin – Ciocaulteov#m %inidlem. Pou!itím 
Lowryho metody je zv#(ena citlivost stanovení a! na 10 – 100 µg ! ml-1. Redukované 
Folin – Ciocaulteovo %inidlo má modré zbarvení a je detekováno spektrofotometrem  
p$i vlnové délce 500 – 750 nm. Pou!itím Folin – Ciocaulteova %inidla pro detekci m"di  
je citlivost Lowryho metody oproti Biuretové metod" a! stonásobn" zv#(ena. V#hodou 
Lowryho metody je její citlivost, ale ve srovnání s dal(ími metodami je mnohem 
náchyln"j(í k interferujícím slou%eninám. Interferující slou%eniny Lowryho metody jsou 
nap$. glycerol, sacharidy, detergenty, EDTA, guanin, xanthin, Mg, Ca. [70] 
Pro vysokou specifitu stanovení bílkovin se vyu!ívají imunochemické metody, 
které umo!'ují stanovit bílkoviny v koncentracích $ádu ng ! ml-1. Tímto zp&sobem 
stanovení je také potla%en základní nedostatek ostatních stanovení bílkovin a to sice 
nemo!nost stanovení ur%ité bílkoviny (enzymu) ve sm"si bílkovin (enzym&). [69] 
  21 
4 EXPERIMENTÁLNÍ !ÁST 
4.1 Pou'ité p(ístroje 
Analytické váhy – AND GR-202-EC 
Centrifuga – Eppendorf microcentrifuge 5417R 
O!kovací box – BIOAIR EuroClone 
pH metr – inoLab pH 720 
Spektrofotometr – UV/VIS HELIOS DELTA 
Termostat – LTE SCIENTIFIC LTD 
T!epa!ka – KS 130 B-IKA 
Váhy – Scaltec SAS 50 
Va!i! – ETA 
Vodní láze! – Polystat cc1 
Wortex – Heidolph, REAX top 
4.2 Pou'ité chemikálie 
Agar 0 HiMedia; Indie 
Albumin 0 Serva; N"mecko 
Ethanol: C2H5OH 0 Merci, s.r.o.; Brno 
Folin – Ciocaulteovo %inidlo 0 fa RNDr. Jan Kulich; Hradec Králové 
Fosfore%nan sodn# kysel# 0 Lachema, Brno  
Glukosa: C6H12O6 0 Lachema, Brno 
Hydrogenarseni!nan sodn# heptahydrát: Na2HAsO4 !7H2O 0 Lachema, Brno 
Hydrogenfosfore%nan draseln#: K2HPO4 0 Lachema, Brno 
Hydrogenfosfore%nan draseln# trihydrát: K2HPO4 !3H2O 0 Lachema, Brno 
Hydrogenfosfore%nan sodn# dihydrát: Na2HPO4 !2H2O 0 Lachema, Brno 
Hydrogenuhli!itan sodn#: NaHCO3 0 Lachema, Brno 
Hydroxid sodn#: NaOH 0 Lach-Ner, s.r.o. , Neratovice 
Karboxymethylcelulosa – Serva, N"mecko 
Kasein – Serva, N"mecko 
Kyselina octová: CH3COOH – Penta, Chrudim 
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Kyselina sírová: H2SO4 0 Merci, s.r.o. , Brno 
Kyselina trichloroctová: C2HCl3O2 0 Lachema, Brno 
Molybdenan amonn# tetrahydrát: (NH4)6Mo7O24 !4H2O 0 Lachema, Brno 
Octan sodn#: CH3COONa !3H2O 0 Lachema, Brno 
Pivovarská sladina 0 pivovar Starobrno 
Síran amonn#: (NH4)2SO4  0 Lachema, Brno 
Síran ho!e!nat# heptahydrát: MgSO4 !7H2O 0 Lach-Ner, s.r.o. , Neratovice 
Síran m!"nat# pentahydrát: CuSO4 !5H2O  0 ML chemica, Troubsko 
Síran sodn#: Na2SO4 0 Lachema, Brno 
Síran !elezit# heptahydrát: Fe2(SO4)3 !7H2O  0 Lachema, Brno 
Uhli!itan sodn#: Na2CO3 0 Lachema, Brno 
Vinnan draselno-sodn# tetrahydrát: C2H4O6KNa !4H2O 0 Lachema, Brno 
4.3 Pou'ité substráty 
• Roztok 1 % karboxymetylcelulosy v 0,1 M octanovém pufru (pH = 4,0) 
• Roztok 1 % karboxymetylcelulosy v 0,1 M octanovém pufru (pH = 4,6) 
• Roztok 1 % karboxymetylcelulosy v 0,1 M octanovém pufru (pH = 5,0) 
• Roztok 1 % karboxymetylcelulosy v 0,1 M octanovém pufru (pH = 5,4) 
• Roztok 1 % karboxymetylcelulosy v 0,1 M octanovém pufru (pH = 5,6) 
• Roztok 1 % karboxymetylcelulosy v 0,2 M fosfore%nanovém pufru  
(pH = 6,0) 
• Roztok 1 % karboxymetylcelulosy v 0,2 M fosfore%nanovém pufru  
(pH = 6,6) 
• Roztok 1 % karboxymetylcelulosy v 0,2 M fosfore%nanovém pufru  
(pH = 7,0) 
• Roztok 0,65 % kaseinu v 50 mM fosfátovém pufru 
4.4 Materiál pou'it% jako zdroj uhlíku pro kultivaci 
• Karton (vlnitá lepenka) 
• Sm"s skartovaného kancelá$ského papíru 
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4.5 Pou'it% mikroorganismus 
Aspergillus niger (CCM – F 8189) 
Kmen, kter# byl pou!it, pochází z *eské sbírky mikroorganism& p$i Masarykov" 
Universit" v Brn". P$íprava inokula probíhala na sladinov#ch agarov#ch plotnách. 
Mikroorganismus pro p$ípravu inokula byl inkubován na (ikm#ch agarech p$i 35°C,  
po dobu 5 dní. 
4.6 P(íprava roztok& 
4.6.1 P(íprava roztoku glukosy o koncentraci 1 µM/ml 
0,01802 g glukosy bylo rozpu(t"no v destilované vod" a po rozpu(t"ní bylo 
dopln"no destilovanou vodou v odm"rné ba'ce na 100 ml. 
4.6.2 P(íprava Somogyiho $inidel 
Somogyi I: 
12 g C2H4O6KNa ! 4H2O, 16 g NaHCO3 a 18 g Na2CO3 bylo rozpu(t!no  
v 200 ml destilované vody. Ve druhé kádince bylo pomalu za stálého míchání  
a zah$ívání rozpu(t"no 144 g Na2SO4. Po rozpust"ní v(ech látek byly tyto dva roztoky 
smíchány tak!e vznikl Somogyiho roztok I o objemu 800 ml. 
Somogyi II: 
 V kádince byly rozpu(t"ny ve 200 ml destilované vody 4 g CuSO4 ! 5 H2O 
a 36 g Na2SO4. 
Nelsonovo %inidlo: 
25 g (NH4)6Mo7O24 ! 4H2O bylo rozpu(t!no ve 450 ml destilované vody.  
Poté bylo k roztoku p$idáno 21 ml koncentrované H2SO4. Po promíchání byl p$idán 
roztok HAsO4 ! 7H2O, kter# byl p$ipraven rozpu(t"ním 3 g této látky v 25 ml 
destilované vody. Vzniklá sm"s byla promíchána a dána do termostatu nastaveného  
na 37°C na 48 hodin. 
4.6.3 P(íprava roztoku 0,2 M octanu sodného  
Roztok octanu sodného o koncentraci 0,2 M byl p$ipraven rozpu(t"ním 2,72 g 
C2H3O2Na ! 3H2O v destilované vod" a dopln"ním destilovanou vodou v odm"rné 
ba'ce na objem 100 ml. 
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4.6.4 P(íprava 1% karboxymetylcelulosy s pH = 5,4 
Roztok byl p$ipraven rozpu(t"ním 0,5 g karboxymetylcelulosy ve 20 ml 
destilované vody. Za stálého míchání bylo p$idáno 20,6 ml 0,2 M roztoku octanu 
sodného. Po dokonalém promíchání obou roztok& bylo upraveno pH za pomoci 99% 
kyseliny octové na pH = 5,4. Roztok byl poté dopln"n destilovanou vodou v odm"rné 
ba'ce na 50 ml. 
4.6.5 P(íprava 1% karboxymetylcelulosy s pH = 4,0 
Roztok byl p$ipraven rozpu(t"ním 0,25 g karboxymetylcelulosy v 10 ml 
destilované vody. Za stálého míchání bylo p$idáno 10,3 ml 0,2 M roztoku octanu 
sodného. Po dokonalém promíchání obou roztok& bylo upraveno pH za pomoci 99% 
kyseliny octové na pH = 4,0. Roztok byl poté dopln"n destilovanou vodou v odm"rné 
ba'ce na 25 ml. 
4.6.6 P(íprava 1% karboxymetylcelulosy s pH = 4,6 
Roztok byl p$ipraven rozpu(t"ním 0,25 g karboxymetylcelulosy v 10 ml 
destilované vody. Za stálého míchání bylo p$idáno 10,3 ml 0,2 M roztoku octanu 
sodného. Po dokonalém promíchání obou roztok& bylo upraveno pH za pomoci 99% 
kyseliny octové na pH = 4,6. Roztok byl poté dopln"n destilovanou vodou v odm"rné 
ba'ce na 25 ml. 
4.6.7 P(íprava 1% karboxymetylcelulosy s pH = 5,0 
Roztok byl p$ipraven rozpu(t"ním 0,25 g karboxymetylcelulosy v 10 ml 
destilované vody. Za stálého míchání bylo p$idáno 10,3 ml 0,2 M roztoku octanu 
sodného. Po dokonalém promíchání obou roztok& bylo upraveno pH za pomoci 99% 
kyseliny octové na pH = 5,0. Roztok byl poté dopln"n destilovanou vodou v odm"rné 
ba'ce na 25 ml. 
4.6.8 P(íprava 1% karboxymetylcelulosy s pH = 5,6 
Roztok byl p$ipraven rozpu(t"ním 0,25 g karboxymetylcelulosy v 10 ml 
destilované vody. Za stálého míchání bylo p$idáno 10,3 ml 0,2 M roztoku octanu 
sodného. Po dokonalém promíchání obou roztok& bylo upraveno pH za pomoci 99% 
kyseliny octové na pH = 5,6. Roztok byl poté dopln"n destilovanou vodou v odm"rné 
ba'ce na 25 ml. 
4.6.9 P(íprava 0,2 M roztoku kyselého fosfore$nanu sodného 
Roztok byl p$ipraven rozpu(t"ním 1,39 g kyselého fosfore%nanu sodného 
v destilované vod". Roztok byl dopln"n v odm"rné ba'ce na 50 ml. 
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4.6.10 P(íprava 0,2 M roztoku st(edního fosfore$nanu sodného 
Roztok byl p$ipraven rozpu(t"ním 1,78 g st$edního fosfore%nanu sodného 
v destilované vod". Roztok byl dopln"n v odm"rné ba'ce na 50 ml. 
4.6.11 P(íprava fosfore$nanového pufru pH = 6,0 
Roztok byl p$ipraven smícháním 21,93 ml roztoku kyselého fosfore%nanu sodného 
s 3,1 ml roztoku st$edního fosfore%nanu sodného a dopln"ním v odm"rné ba'ce  
na 50 ml destilovanou vodou. 
4.6.12 P(íprava fosfore$nanového pufru pH = 6,6 
Roztok byl p$ipraven smícháním 15,63 ml roztoku kyselého fosfore%nanu sodného 
s 9,38 ml roztoku st$edního fosfore%nanu sodného a dopln"ním v odm"rné ba'ce  
na 50 ml destilovanou vodou. 
4.6.13 P(íprava fosfore$nanového pufru pH = 7,0 
Roztok byl p$ipraven smícháním 9,75 ml roztoku kyselého fosfore%nanu sodného 
s 15,25 ml roztoku st$edního fosfore%nanu sodného a dopln"ním v odm"rné ba'ce  
na 50 ml destilovanou vodou. 
4.6.14 P(íprava 1% karboxymetylcelulosy s pH = 6,0 
Roztok byl p$ipraven rozpu(t"ním 0,25 g karboxymetylcelulosy v 10 ml 
destilované vody. Za stálého míchání bylo p$idáno 10 ml fosfore%nanového pufru  
s pH = 6,0. Roztok byl poté dopln"n fosfore%nanov#m pufrem o pH = 6,0 v odm"rné 
ba'ce na 25 ml. 
4.6.15 P(íprava 1% karboxymetylcelulosy s pH = 6,6 
Roztok byl p$ipraven rozpu(t"ním 0,25 g karboxymetylcelulosy v 10 ml 
destilované vody. Za stálého míchání bylo p$idáno 10 ml fosfore%nanového pufru  
s pH = 6,6. Roztok byl poté dopln"n fosfore%nanov#m pufrem o pH = 6,6 v odm"rné 
ba'ce na 25 ml. 
4.6.16 P(íprava 1% karboxymetylcelulosy s pH = 7,0 
Roztok byl p$ipraven rozpu(t"ním 0,25 g karboxymetylcelulosy v 10 ml 
destilované vody. Za stálého míchání bylo p$idáno 10 ml fosfore%nanového pufru  
s pH = 7,0. Roztok byl poté dopln"n fosfore%nanov#m pufrem o pH = 7,0 v odm"rné 
ba'ce na 25 ml. 
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4.6.17 P(íprava $inidel pro stanovení bílkovin Lowryho metodou 
Roztok A: 
Roztok byl p$ipraven rozpu(t"ním 20 g Na2CO3, 0,5 g vinanu sodného a 4 g NaOH 
v destilované vod". Po promíchání byl roztok dopln"n v odm"rné ba'ce destilovanou 
vodou na 1000 ml. 
Roztok B: 
Roztok byl p$ipraven rozpu(t"ním 1 g CuSO4 ! 5H2O v destilované vod"  
a dopln"ním v odm"rné ba'ce na 1000 ml. 
Roztok C: 
Roztok byl p$ipraven poka!dé %erstv# smícháním 45 ml roztoku A a 5 ml roztoku 
B. Pokud byly p$ipravovány jiné objemy, musel b#t dodr!en stál# pom"r slo!ek 9 : 1. 
Roztok D: 
Koner%ní Folin – Ciocaulteovo %inidlo. Roztok byl p$ipraven smícháním 1 ml  
Folin – Ciocaulteova %inidla a 1,6 ml destilované vody. 
4.6.18 P(íprava roztoku albuminu o koncentraci 0,1 mg/ml 
Roztok byl p$ipraven rozpu(t"ním 0,01 g albuminu v destilované vod"  
a jeho dopln"ním v odm"rné ba'ce na 100 ml. 
4.6.19 P(íprava roztok& pro stanovení proteasové aktivity 
4.6.19.1 P(íprava 50 mM fosfátového pufru 
V kádince s destilovanou vodou bylo rozpu(t"no 4,1 g K2HPO4 ! 3H2O. Roztok  
byl dopln"n destilovanou vodou v odm"rné ba'ce na 500 ml 
4.6.19.2 P(íprava 0,65 % roztoku kaseinu 
Roztok kaseinu byl p$ipraven rozpu(t"ním 3,25 g kaseinu v 50 mM fosfátovém 
pufru. Roztok byl p$ipraven za stálého míchání a zah$ívání ve vodní lázni. Doba 
zah$ívání byla 10 minut. Po ochlazení na laboratorní teplotu byl roztok dopln"n 
v odm"rné ba'ce 50 mM fosfátov#m pufrem na 500 ml a $ádn" promíchám. 
4.6.19.3 P(íprava 110 mM roztoku kyseliny trichloroctové 
Roztok byl p$ipraven rozpu(t"ním 8,99 g kyseliny trichloroctové v destilované 
vod". Po rozpu(t"ní byl roztok dopln"n destilovanou vodou v odm"rné ba'ce na 500 ml. 
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4.6.19.4 P(íprava 500 mM roztoku Na2CO3 
Roztok byl p$ipraven rozpu(t"ním 26,5 g Na2CO3 v destilované vod".  
Po rozpu(t"ní byl roztok dopln"n destilovanou vodou na v odm"rné ba'ce 500 ml. 
4.6.19.5 P(íprava roztoku tyrosinu o koncentraci 0,2 mg/ml 
Roztok byl p$ipraven rozpu(t"ním 0,02 g tyrosinu v 50 mM roztoku fosfátovém 
pufru. Po rozpu(t"ní byl roztok dopln"n v odm"rné ba'ce pufrem na 100 ml. 
4.6.20 P(íprava 0,1 mM roztoku Na2CO3 
Roztok byl p$ipraven rozpu(t"ním 1,06 g Na2CO3 v destilované vod".  
Po rozpu(t"ní byl roztok dopln"n destilovanou vodou v odm"rné ba'ce na 100 ml. 
4.6.21 P(íprava sladinového agaru 
Sladina pro p$ípravu (ikmého agaru byla získána z pivovaru Starobrno a.s.. Získaná 
sladina byla z$ed"na destilovanou vodou na obsah sedmi hmotnostních procent sladiny. 
V#sledné pH roztoku bylo upraveno za pomoci 0,1 M roztoku Na2CO3 na hodnotu 5,6. 
Pro p$ípravu experimentu byla pou!ita sladina s p$ísadou agaru 2%.  
4.6.22  P(íprava zvlh$ovacího bezuhlíkatého média 
V kádince s destilovanou vodou bylo rozpu(t"no 5 g (NH4)2SO4, 0,5 g K2HPO4,  
0,5 g Mg(SO4)2 ! 7H2O a 0,005 g FeSO4 ! 7H2O. Po rozpu(t"ní byl roztok dopln"n 
destilovanou vodou v odm"rné ba'ce na 500 ml. 
4.7 Pracovní postupy  
4.7.1 P(íprava materiálu pro kultivaci 
P$íprava materiálu pro kultivaci probíhala stejn", a+ u! se jednalo o kancelá$sk# 
papír, nebo karton. Sm"s skartovaného kancelá$ského papíru, nebo kartonu, kter# byl 
nast$íhán na kousky cca 2 x 2 cm, byla namo%ena do dostate%n" velké nádoby 
v destilované vod" a byla takto ponechána 24 hodin. Po uplynutí této doby byla 
rozmo%ená hmota homogenizována v mixéru. Získan# homogenizát byl su(en v su(árn" 
p$i 100°C, do dosa!ení konstantní hmotnosti.  
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4.7.2 P(íprava inokula 
Inokulum bylo p$ipraveno napipetováním 5 ml sterilní destilované vody na (ikm# 
agar ve zkumavce, na kterém byl kultivován A. niger. Po poru(ení struktury 
mikroorganismu na povrchu agarov#ch ploten byla zhomogenizovaná suspenze  
ze zkumavek spolu s dal(ími p$evedena do jedné sterilní Erlenmeyerovy ba'ky,  
odkud byla provád"na inokulace kultiva%ních nádob. Inokulace kultiva%ních nádob 
probíhala odpipetováním 2 ml homogenní suspenze do p$ipravené kultiva%ní nádoby. 
4.7.3 Kultivace 
Kultivace A. niger byly provád"ny r&zn#mi zp&soby v: 
• Erlenmeyerov#ch ba'kách za pou!ití kartonu jako zdroje uhlíku a zvlh%ené 
destilovanou vodou. Stanovení parametr& probíhalo ka!d# den po dobu  
5 dní. 
• Erlenmeyerov#ch ba'kách za pou!ití sm"si kancelá$ského papíru  
jako zdroje uhlíku a zvlh%ené destilovanou vodou. Stanovení parametr& 
probíhalo ka!d# den po dobu 5 dní. 
• Erlenmeyerov#ch ba'kách za pou!ití kartonu jako zdroje uhlíku a zvlh%ené 
uveden#m bezuhlíkat#m médiem. Stanovení parametr& probíhalo ka!d# 
den po dobu 5 dní. 
• Erlenmeyerov#ch ba'kách za pou!ití kancelá$ského papíru jako zdroje 
uhlíku a zvlh%ené uveden#m bezuhlíkat#m médiem. Stanovení parametr& 
probíhalo ka!d# den po dobu 5 dní. 
• kolon" za pou!ití kancelá$ského papíru jako zdroje uhlíku a zvlh%ené 
uveden#m bezuhlíkat#m médiem. Prom#vání kolony probíhalo v t$ídenních 
intervalech po dobu 15 dní. 
• kolon" za pou!ití kancelá$ského papíru jako zdroje uhlíku a zvlh%ené 
uveden#m bezuhlíkat#m médiem. Prom#vání kolony probíhalo 
v p"tidenních intervalech po dobu 15 dní. 
Erlenmeyerova ba'ka o objemu 250 ml byla napln"na materiálem pro kultivaci 
(karton, nebo kancelá$sk# papír) a byla zvlh%ena 25 ml uvedeného bezuhlíkatého média, 
nebo destilované vody. Takto p$ipravené nádoby byly vysterilizovány a p$ipraveny 
k inokulaci. Ka!dá Erlenmeyerova ba'ka byla zao%kována 2 ml p$ipraveného inokula. 
Anal#zy byly provád"ny po dobu p"ti dn& ka!d# den. Kultivace probíhala v termostatu 
p$i 37°C. 
Kolona byla napln"na sm"sí kancelá$ského papíru a zvlh%ena 10 ml bezuhlíkatého 
média. Po vysterilizování byla kolona zao%kována inokulem A. niger a kultivována  
p$i 37°C po dobu 15 dní. Kolona byla prom#vána v intervalech 3 a 5 dní %erstv#m 
sterilním bezuhlíkat#m médiem. 
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4.7.4 Stanovení kalibra$ních k(ivek 
4.7.4.1 Stanovení kalibra$ní k(ivky glukosy 
Pro sestrojení kalibra%ní k$ivky glukosy byl pou!it základní roztok glukosy  
o koncentraci 1 µM/ml. Z tohoto roztoku byla p$ipravena kalibra%ní $ada. Do zkumavek 
byly postupn" napipetovány objemy 0,2 ; 0,4 ; 0,6 ; 0,8  a 1 ml roztoku glukosy. 
Zkumavky byly dopln"ny destilovanou vodou na 1 ml. Jako blank byla pou!ita 
destilovaná voda. Do v(ech zkumavek byl p$idán 1 ml Somogyiho %inidla (I + II 
v pom"ru 4 : 1). Obsah zkumavek byl pova$en ve vodní lázni po dobu 10 minut.  
Po ochlazení na laboratorní teplotu byl p$idán do ka!dé zkumavky 1 ml Nelsonova 
roztoku. Obsah zkumavek byl $ádn" promíchán a do ka!dé zkumavky bylo p$idáno 7 ml 
destilované vody. Po op"tovném promíchání obsahu zkumavek byla  
na spektrofotometru zm"$ena absorbance p$i vlnové délce 530 nm oproti vzorku 
s destilovanou vodou místo glukosy, kter# poslou!il jako blank. 
Po$adí, objemy a ozna%ení jednotliv#ch roztok&, které byly pipetovány  
do zkumavek, jsou uvedeny v Tabulce 4. Takto p$ipravené roztoky slou!ily  
pro stanovení kalibra%ní k$ivky glukosy. 
Tabulka 4 Po#adí a objemy roztok& pipetovan%ch do zkumavek pro p#ípravu kalibra$ních 
roztok& glukosy 
Ozna$ení 1 2 3 4 5 Blank 
Objem [ml] 1µM / ml roztoku glukosy 1,0 0,8 0,6 0,4 0,2 0 
Objem [ml] H2O 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 
Objem [ml] Somogyi I + II (4 : 1) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 
Objem [ml] Nelsonova roztoku 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 
Objem [ml] H2O 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0 
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Graf 1 Kalibra$ní k#ivka glukosy 
 
4.7.4.2 Stanovení kalibra$ní k(ivky albuminu 
Pro sestrojení kalibra%ní k$ivky albuminu byl pou!it základní roztok albuminu  
o koncentraci 0,1 mg/ml. Z tohoto roztoku byla p$ipravena kalibra%ní $ada zkumavek, 
které obsahovaly 0 ; 0,2 ; 0,3 ; 0,4 ; 0,6 ; 0,8  a 1 ml základního roztoku albuminu. 
Zkumavka, která neobsahovala !ádn# albumin (blank), obsahovala místo albuminu 
destilovanou vodu o objemu 1 ml. Ostatní zkumavky byly destilovanou vodou na 1 ml 
dopln"ny.  
Do ka!dé zkumavky bylo p$idáno 5 ml roztoku C pro stanovení bílkovin Lowryho 
metodou. Po smíchání byly nechány v(echny zkumavky v klidu p$i laboratorní teplot" 
po dobu 10 minut.  
Po uplynutí této doby bylo do ka!dé zkumavky p$idáno 0,5 ml roztoku D, obsah 
zkumavek byl $ádn" promíchán a inkubován p$i laboratorní teplot" po dobu 30 minut. 
Po uplynutí této doby byla zm"$ena absorbance p$i vlnové délce 750 nm proti blanku, 
kter# obsahoval pouze vodu. 
Po$adí, objemy a ozna%ení jednotliv#ch roztok&, které byly pipetovány  
do zkumavek, jsou uvedeny v Tabulce 5. Takto p$ipravené roztoky slou!ily  
pro stanovení kalibra%ní k$ivky albuminu. 
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Tabulka 5 Po#adí a objemy roztok& pipetovan%ch do zkumavek pro p#ípravu kalibra$ních 
roztok& albuminu 
Ozna$ení 1 2 3 4 5 Blank 
Objem [ml] 0,1 mg / ml roztoku albuminu 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 0 
Objem [ml] H2O 0,8 0,6 0,4 0,2 0 1,0 
Objem [ml] roztoku C 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 
Objem [ml] roztoku D 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 
 
Graf 2 Kalibra$ní k#ivka albuminu 
 
4.7.4.3 Stanovení kalibra$ní k(ivky tyrosinu 
Pro sestrojení kalibra%ní k$ivky byl pou!it základní roztok tyrosinu o koncentraci 
0,2 mg/ml. Z tohoto roztoku byla p$ipravena kalibra%ní $ada zkumavek, do které bylo 
napipetováno 0 ; 0,05 ; 0,1 ; 0,2 ; 0,4 a 0,5 ml tohoto zásobního roztoku tyrosinu. 
Zkumavka, ve které bylo 0 ml roztoku tyrosinu, byla pou!ita jako blank. V(echny 
zkumavky byly dopln"ny destilovanou vodou na 2 ml. Do ka!dé zkumavky bylo dále 
p$idáno 5 ml 0,1 mM roztoku Na2CO3 a 1 ml Folin – Ciocaulteova %inidla.  
Zkumavky byly inkubovány po dobu 30 minut p$i laboratorní teplot". Po uplynutí  
této doby byla zm"$ena na spektrofotometru absorbance p$i vlnové délce 660 nm  
proti blanku, kter# neobsahoval !ádn# tyrosin. 
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Po$adí, objemy a ozna%ení jednotliv#ch roztok&, které byly pipetovány  
do zkumavek, jsou uvedeny v Tabulce 5. Takto p$ipravené roztoky slou!ily  
pro stanovení kalibra%ní k$ivky albuminu. 
Tabulka 6 Po#adí a objemy roztok& pipetovan%ch do zkumavek pro p#ípravu kalibra$ních 
roztok& tyrosinu 
Ozna$ení 1 2 3 4 5 Blank 
Objem [ml] 0,2 mg / ml roztoku tyrosinu 0,05 0,1 0,2 0,4 0,5 0 
Objem [ml] H2O 1,95 1,9 1,8 1,6 1,5 2,0 
Objem [ml] 0,1 mM roztoku Na2CO3 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 
Objem [ml] Folin-Ciocaulteova $inidla 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 
Graf 3 Kalibra$ní k#ivka tyrosinu 
 
4.7.5 P(íprava enzymového extraktu 
Enzymov# extrakt byl získán tak, !e do kultiva%ní nádoby bylo p$idáno 30 ml 
destilované vody (v p$ípad" kultivace v Erlenmeyerov#ch ba'kách, nebo 30 ml 
bezuhlíkatého média v p$ípad" kultivace v kolonách). Vzniklá suspenze byla dána  
na t$epa%ku. Extrakce na t$epa%ce probíhala p$i 120 rpm po dobu 2 hodin. Po dokon%ení 
extrakce byl obsah ba'ky zfiltrován na frit" a získan# extrakt byl pou!it pro stanovení 
dal(ích parametr&. 
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4.7.6 Stanovení koncentrace extracelulárních protein& 
Ke stanovení obsahu extracelulárních protein& byla pou!ita Lowryho metoda,  
která je zalo!ena na pou!ití Folin – Ciocaulteova %inidla (sm"s fosfomolybdenové  
a fosfowolframové kyseliny), které poskytuje v p$ítomnosti Cu2+ iont& s bílkovinami 
mod$e zbarven# produkt, kter# m&!e b#t stanoven spektrofotometricky p$i 750 nm. 
*inidlo reaguje se zbytky aromatick#ch aminokyselin (Tyr, Trp). [70] 
Do zkumavek byl napipetován 1 ml extraktu, získaného z kultivace. Do ka!dé 
zkumavky bylo p$idáno 5 ml roztoku C a zkumavky byly inkubovány p$i laboratorní 
teplot" po dobu 10 minut. Po uplynutí této doby bylo ke zkumavkám p$idáno 0,5 ml 
roztoku D, obsah zkumavek byl promíchán a inkubován p$i laboratorní teplot" po dobu 
30 minut. Po ukon%ení inkubace byla zm"$ena absorbance p$i 750 nm oproti blanku, 
kter# byl p$ipraven naprosto stejn", jako v#(e zmín"né vzorky, pouze obsahoval místo 
extraktu 1 ml destilované vody. 
Obsah bílkovin ve vzorcích byl stanoven na základ" kalibra%ní k$ivky albuminu. 
Koncentrace bílkovin ve vzorku byla vypo%ítána pomocí regresní rovnice  
(y = 0,2614 x + 0,006). Vypo%ítaná hodnota obsahu extracelulárních bílkovin byla 
vzta!ena na 1 ml extraktu i 1 g substrátu.  
4.7.7 Stanovení celulasové aktivity 
Ke stanovení celulasové aktivity byla pou!ita metoda Somogyi – Nelsonova. 
Princip metody spo%ívá ve stanovení p$ír&stku mno!ství redukujících skupin  
p$i enzymové degradaci substrátu. Jedná se o spektrofotometrickou metodu zalo!enou 
na vzniku barevného arseni%nano – m"/natého komplexu. [69] 
Do zkumavky umíst"né ve vodní lázni vytemperované na 50°C byly napipetovány 
3 ml získaného enzymového extraktu a 3 ml substrátu (roztok karoxymetylcelulosy). 
Ihned po napipetování a mírném promíchání bylo odebráno 0,5 ml roztoku,  
kter# posléze poslou!il jako blank. Tohoto 0,5 ml bylo napipetováno do dal(í,  
ji! p$ipravené zkumavky, která obsahovala 0,5 ml Somogyiho roztoku I a II v pom"ru  
4 : 1. V tomto okam!iku byly spu(t"ny stopky. Odb"ry ze sm"si probíhaly v %asech  
15; 30 a 45 minut. Odebraného 0,5 ml bylo v!dy pipetováno do zkumavky s 0,5 ml 
Somogyiho roztoku I a II v pom"ru 4 : 1. Po odebrání posledního vzorku byly v(echny 
vzorky vlo!eny do vroucí vodní lázn" a byly va$eny ve vodní lázni po dobu 10 minut. 
Po ochlazení vzork& na laboratorní teplotu bylo ke ka!dému vzorku p$idáno 0,5 ml 
Nelsonova roztoku. Po $ádném promíchání v(ech vzork& bylo ke v(em vzork&m 
p$idáno je(t" 3,5 ml destilované vody a cel# obsah zkumavek byl op"t $ádn" promíchán. 
Po promíchání byla na spektrofotometru zm"$ena absorbance p$i 530 nm oproti blanku.  
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Aktivita enzymu byla vypo%ítána ze vztahu: 
a = A530 ! ft !cE
  µmolmin !ml
"
#
$
%
&
'  
kde a je v#sledná aktivita enzymu, A530 je absorbance nam"$ená p$i 530 nm v první 
minut" enzymatické reakce, f je faktor získan# z kalibra%ní k$ivky glukosy  
(y = 0,815 x + 0,0027), kdy za y bylo dosazeno 1 a x bylo dopo%ítáno, t je jednotkov# 
%as a cE je koncentrace enzymu v extraktu. 
V#sledná hodnota vypo%tené celulasové aktivity byla vzta!ena na bu/ na 1 g 
substrátu, 1 ml extraktu, nebo vyjád$ena jako specifická aktivita. 
4.7.8 Stanovení proteasové aktivity 
Ke stanovení proteasové aktivity byla pou!ita nespecifická metoda stanovení 
proteas podle Sigma – Aldrich. V tomto stanovení p&sobí kasein jako substrát,  
kter# je proteasou degradován. Jsou uvoln"ny aminokyseliny (nap$. tyrosin), které 
reagují s Folin – Ciocaulteov#m %inidlem. Vznikl# chromofor je detekován 
spektrofotometricky p$i 660 nm oproti blanku. [71] 
Do zkumavek bylo napipetováno 5 ml roztoku kaseinu (i do zkumavky s blankem). 
Roztoky byly vytemperovány na 37°C ve vodní lázni po dobu 5 minut. Dále bylo  
do zkumavek napipetováno 0,5 ; 0,7 ; 1,0 ml enzymového roztoku (extraktu získaného 
po zfiltrování). Do blanku nebyl napipetován !ádn# extrakt získan# po filtraci.  
Obsah zkumavek byl promíchán a inkubován ve vodní lázni p$i 37°C po dobu  
15 minut. Po uplynutí této doby bylo do v(ech zkumavek p$idáno 5 ml roztoku kyseliny 
trichloroctové a v(echny zkumavky byly dopln"ny enzymov#m roztokem  
tak aby celkov# objem enzymového roztoku ve zkumavkách byl 1 ml. Takto namíchané 
sm"si byly inkubovány ve vodní lázni p$i 37°C po dobu 30 minut. Po skon%ení inkubace 
byly obsahy v(ech zkumavek zfiltrovány a k dal(í práci byly z ka!dé zkumavky 
odebrány 2 ml filtrátu. Dále bylo p$idáno 5 ml Na2CO3 a 1 ml Folin – Ciocaulteova 
%inidla. Obsahy v(ech zkumavek byly promíchány a inkubovány ve vodní lázni  
p$i 37°C po dobu 30 minut. Jakmile prob"hla inkubace, obsah v(ech zkumavek byl 
zfiltrován do kyvet a byla zm"$ena absorbance p$i 660 nm proti blanku. [71] 
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Aktivita enzymu byla vypo%ítána ze vztahu: 
a = M !Vt !VF !VK
  µmolmin !ml
"
#
$
%
&
'  
kde a je v#sledná aktivita enzymu, M p$edstavuje po%et µmol Tyr, V je mno!ství 
reak%ní sm"si, t je %as enzymové reakce, VF je objem prvního filtrátu a VK je objem 
kyvety pro spektrofotometrické m"$ení. 
4.7.9 Stanovení základních enzymov%ch charakteristik u vybran%ch frakcí 
z kultivace 
Pro stanovení základních enzymov#ch charakteristik u vybran#ch frakcí z kultivace 
byly jako klí%ové vlastnosti zvoleny: 
• Stanovení teplotního optima celulas 
• Stanovení tepelné stability celulas 
• Stanovení pH optima celulas 
4.7.9.1 Stanovení teplotního optima celulas 
Teplotní optimum celulas z vybran#ch frakcí kultivace bylo stanoveno sledováním 
celulasové aktivity extracelulárních protein&. Celulasová aktivita protein& byla 
stanovována jak je uvedeno v kapitole 4. 7. 7. . Jedin# rozdíl v&%i postupu uvedenému 
v kapitole 4. 7. 7, byl v teplot" vodní lázn", ve které byla umíst"na zkumavka s reak%ní 
sm"sí proteinu a substrátu. Teplota vodní lázn" byla postupn" 25; 30; 35; 40; 45; 50; 55; 
60; 65 a 70°C. Získané hodnoty celulasov#ch aktivit p$i t"chto teplotách byly vyjád$eny 
jako relativní aktivita a vyneseny v grafu (Graf 22; 23), kter# ukazuje závislost relativní 
celulasové aktivity na teplot" p$i které probíhala enzymatická reakce. 
4.7.9.2 Stanovení tepelné stability celulas 
Tepelná stabilita celulasy z vybran#ch frakcí kultivace byla stanovena sledováním 
celulasové aktivity extracelulárních protein&. Celulasová aktivita protein& byla 
stanovována jak je uvedeno v kapitole 4. 7. 7. . P$ed stanovením celulasové aktivity,  
jak je uvedeno v kapitole 4. 7. 7., byly roztoky protein& inkubovány ve vodní lázni  
30 minut bez substrátu. Teplota vodní lázn" byla postupn" 30; 40; 50; 60 a 70°C.  
Po ochlazení na laboratorní teplotu byla stanovena celulasová aktivita (kapitola 4. 7. 7.). 
Získané hodnoty celulasov#ch aktivit po vystavení enzymu t"mto teplotám (30; 40; 50; 
60 a 70°C) byly vyjád$eny jako relativní aktivita a vyneseny v závislosti na teplot" 
inkubace protein& bez substrátu v grafu (Graf 24; 25). 
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4.7.9.3 Stanovení pH optima celulas 
pH optimum celulas z vybran#ch frakcí kultivace bylo stanoveno sledováním 
celulasové aktivity extracelulárních protein&. Celulasová aktivita protein& byla 
stanovována jak je uvedeno v kapitole 4. 7. 7. . Jedin# rozdíl v&%i postupu uvedenému 
v kapitole 4. 7. 7. byl v pH, p$i kterém probíhala enzymatická reakce. Pro enzymatickou 
reakci byly pou!ity substráty (1% karboxymetylcelulosa) o r&zném pH, které bylo 
 4,0; 4,6; 5,0; 5,6; 6,0; 6,6 a 7,0. Získané hodnoty celulasov#ch aktivit p$i r&zném pH 
substrátu byly vyjád$eny jako relativní aktivita a vyneseny v grafu (Graf 26; 27). 
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5 V+SLEDKY A DISKUZE 
Pro sledování produkce celulasové a proteasové aktivity, stejn" jako pro sledování 
koncentrace extracelulárních protein& u Aspergillus niger (CCM – F 8189), 
pocházejícího z *eské sbírky mikroorganism& p$i Masarykov" Universit" v Brn",  
byl jako zdroj uhlíku pou!it karton a sm"s kancelá$ského papíru. 
Aspergillus niger byl zvolen, jeliko! u n"j byla prokazatelná produkce protein&, 
vykazujících celulasovou i proteasovou aktivitu. [25; 34] 
Kultivace byla provád"na zp&sobem SSF (soild – state kultivace). Kultivace 
Aspergillus niger probíhala bu/ v Erlenmeyerov#ch ba'kách a nebo v kolonách  
po r&znou dobu v závislosti na probíhajícím experimentu (5 – 15 dní). P$i%em! vzorky 
byly odebírány bu/ ka!d# den (v Erlenmeyerov#ch ba'kách), nebo po 3; 5 dnech  
(v kolonách). V získaném extraktu byla stanovena koncentrace extracelulárních 
protein&, celulasová aktivita a u vybran#ch extrakt& i aktivita proteasová. Kultivace 
probíhaly v termostatu, v!dy p$i 37°C. 
Studium zvolené problematiky bylo rozvr!eno do dvou fází: 
• V první fázi experimentu byla sledována koncentrace extracelulárních 
protein& a celulasová aktivita v extraktech, které byly získány po kultivaci 
Aspergillus niger na r&zn#ch substrátech (zdroj uhlíku) 
a za pou!ití r&zn#ch zvlh%ovacích médií. Jako substráty byly pou!ity karton 
(vlnitá lepenka) a sm"s skartovaného kancelá$ského papíru. Pro zvlh%ení 
byla pou!ita také dv" r&zná média (destilovaná voda a bezuhlíkaté médium 
obsahující minerální látky). 
• Ve druhé fázi experimentu byla SSF kultivace Aspergillus niger provád"na 
v kolonách. Jako zdroje uhlíku bylo pro kultivaci pou!ito sm"si 
kancelá$ského papíru zvl%ené jen bezuhlíkat#m médiem. 
5.1 Kultivace A. niger v Erlenmeyerov%ch ba)kách 
V pr&b"hu p"tidenní kultivace A. niger byly sledovány dva základní parametry. 
Jednalo se o koncentraci extracelulárních bílkovin a produkci celulasové aktivity.  
V této fázi experimentu byl sledován vliv zdroje uhlíku a zvlh%ovacího média  
na sledované parametry koncentrace extracelulárních protein& a produkci celulasové 
aktivity. 
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5.2 V%b*r materiálu a zvlh$ovacího média na produkci celulas 
Mikroorganismus je b"hem svého r&stu limitován n"kolika faktory. Pro r&st 
zvoleného mikroorganismu a produkci bílkovin s po!adovanou enzymovou aktivitou je 
t$eba zajistit mikroorganismu b"hem jeho r&stu optimální podmínky. [29]  
Jako prom"nné byly p$i nastavení optimálních podmínek zvoleny r&zné druhy zdroje 
uhlíku a to jmenovit" karton a sm"s skartovaného kancelá$ského papíru. Dal(ími 
faktory, jejich! vliv na r&st mikroorganismu byl v této fázi experimentu sledován,  
byly druhy pou!itého zvlh%ovacího média pro SSF kultivaci. 
5.2.1 Sledování koncentrace extracelulárních protein& 
Jako první byl sledován vliv zdroje uhlíku a zvlh%ovacího média na produkci 
extracelulárních protein&. V p$ípad" pou!ití jako zdroje uhlíku upraveného 
kancelá$ského papíru, je závislost koncentrace produkovan#ch extracelulárních bílkovin 
na %ase uvedena v Grafu 4. Jako zdroj uhlíku byl pou!it také karton. Závislost 
koncentrace produkovan#ch extracelulárních bílkovin na %ase uvedena v p$ípad" pou!ití 
kartonu jako zdroje uhlíku je uvedena v Grafu 5. 
Graf 4 Závislost koncentrace extracelulárních protein& na $ase. Kultivace probíhala  
na kancelá#ském papíru jako zdroji uhlíku. 
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Hodnoty koncentrací extracelulárních protein& v p$ípad" kultivace  
na kancelá$ském papíru se li(ily v závislosti na pou!itém zvlh%ovacím médiu. V p$ípad" 
zvlh%ování bezuhlíkat#m médiem se hodnoty koncentrací protein& pohybovaly 
v intervalu 42 a! 72 % maximální koncentrace protein& (pát# den kultivace  
na kancelá$ském papíru zvlh%eném bezuhlíkat#m médiem), v p$ípad" zvlh%ování 
destilovanou vodou to bylo pouze 5 a! 16 %. 
Graf 5 Závislost koncentrace extracelulárních protein& na $ase. Kultivace probíhala na kartonu 
jako zdroji uhlíku. 
 
Koncentrace protein& p$i kultivaci na kartonu se také li(ily v závislosti na pou!itém 
zvlh%ovacím médiu. Rozdíl koncentrací protein& mezi zvlh%ovacími médii v(ak nebyl 
tak velk# jako v p$ípad" kultivace na kancelá$ském papíru. Interval koncentrací byl  
v p$ípad" bezuhlíkatého média 55 a! 86 % maximální hodnoty (%tvrt# den kultivace  
na kartonu zvlh%eném bezuhlíkat#m médiem), ve vod" 28 a! 40 %. 
 Z Graf& 4 a 5 je patrné, !e koncentrace extracelulárních protein& v pr&b"hu 
kultivace kolísala. Obecn" bylo mo!né $íci, !e koncentrace bílkovin na konci p"tidenní 
kultivace byla vy((í, ne! na za%átku kultivace.  
Nár&st koncentrace extracelulárních protein& je zp&soben tím, !e mikroorganismus 
b"hem kultivace roste a produkuje b"hem svého r&stu nejr&zn"j(í extracelulární 
proteiny, které se v prost$edí hromadí a p$i anal#ze jsou stanoveny. [26; 27] 
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Pokud byly porovnávány hodnoty koncentrací extracelulárních protein& v rámci 
jednoho pou!itého zvlh%ovacího média, bylo zji(t"no, !e Aspergillus niger produkuje 
b"hem kultivace více extracelulárních protein& jak v p$ípad" pou!ití kancelá$ského 
papíru, tak v p$ípad" pou!ití kartonu jako zdroje uhlíku p$i kultivaci se zvlh%ením 
bezuhlíkat#m médiem. Potvrzují to hodnoty celkového mno!ství extracelulárních 
protein& uvedené v Tabulce 7. 
Tabulka 7 Celkové mno!ství vyprodukovaného proteinu na 15 g substrátu p#i kultivaci  
na kancelá#ském papíru, kartonu za zvlh$ování bezuhlíkat%m médiem,  
nebo destilovanou vodou 
 Hmotnost proteinu BM [g] Hmotnost proteinu H2O [g] 
Kancelá(sk% papír 3,627 0,642 
Karton 5,988 2,535 
 
Zv#(enou produkcí protein& p$i zvlh%ování bezuhlíkat#m médiem lze 
p$edpokládat, !e bezuhlíkaté médium dodává mikroorganismu v(echny prvky,  
které jsou pro n"j b"hem jeho r&stu limitující. [29] 
Hodnoty koncentrací extracelulárních protein& byly vy((í v p$ípad" pou!ití 
kartonu, jako zdroje uhlíku. Ukazují to hodnoty mno!ství proteinu vyprodukovaného  
A. niger za celou dobu kultivace (Tabulka 7).   
Tento fakt mohl mít dv" r&zné p$í%iny. Mikroorganismus mohl na kartonu jednak 
produkovat více extracelulárních protein&, %emu! by nasv"d%oval i pr&b"h závislosti 
koncentrace extracelulárních protein& na %ase kultivace (Graf 4 a 5) v d&sledku zv#(ení 
pH mo!nou p$ítomností vodního skla jako lepidla pou!itého pro slepení vrstev kartonu 
(vlnité lepenky). [72] Druhou p$í%inou mohla b#t p$ítomnost vy((í koncentrace bílkovin 
v substrátu ji! p$ed samotnou kultivací. [13; 14] 
5.2.2 Sledování produkce celulasové aktivity  
Sou%asn" se sledováním produkce extracelulárních protein& v extraktech v pr&b"hu 
p"tidenní kultivace A. niger, byla u t"chto vzork& sledována také extracelulární 
celulasová aktivita. V#sledky zji(t"n#ch celulasov#ch aktivit jsou uvedeny v Grafech 6 
a 7.  
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Graf 6 Závislost produkce celulasové aktivity na $ase kultivace. Kultivace probíhala na 
kancelá#ském papíru jako zdroji uhlíku. 
 
Graf 7 Závislost produkce celulasové aktivity na $ase kultivace. Kultivace probíhala na kartonu  
jako zdroji uhlíku. 
 
Ze závislostí uveden#ch v Grafech 6 a 7 je patrné, !e celulasová aktivita je v celém 
pr&b"hu p"tidenní kultivace ni!(í v p$ípad" pou!ití vody, jako zvlh%ujícího média.  
Jak vypl#vá z Graf& 4 – 7, je v#hodn"j(í pou!ití bezuhlíkatého média pro zvlh%ení 
substrátu p$i kultivaci z d&vodu vy((í celulasové aktivity i produkce extracelulárních 
protein&. 
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Hodnoty celulasov#ch aktivit získan#ch z extrakt& závisí na vzta!ení aktivity 
vzhledem k objemu extraktu, hmotnosti substrátu a nebo vyjád$ení jako specifická 
aktivita. Proto byly aktivity vzta!eny krom" 1 ml extraktu také na 1 g substrátu  
(sm"s kancelá$ského papíru, nebo karton) a vyjád$eny i jako specifická aktivita [67]  
na 1 mg získaného extracelulárního proteinu. P$i%em! nejvy((í aktivita byla získána  
p$i p$epo%ítání na 1 ml extraktu. Ukazuje to Graf 8 a 9. 
Graf 8 Vzta!ení celulasové aktivity na r&zné veli$iny. Jako zdroj uhlíku slou!il kancelá#sk% 
papír. 
 
Graf 9 Vzta!ení celulasové aktivity na r&zné veli$iny. Jako zdroj uhlíku slou!il karton. 
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Tato úprava byla provedena pouze u datov#ch $ad získan#ch za pou!ití 
bezuhlíkatého média na zvlh%ení substrátu, jeliko! hodnoty celulasov#ch aktivit 
získan#ch z extrakt&, kde bylo pou!ito pro zvlh%ení substrátu destilované vody,  
nebyly dále pou!ívány z d&vodu nízké a pomalé produkce extacelulárních protein& 
s nízkou celulasovou aktivitou (Graf 6 a 7). 
5.2.3 Vyhodnocení volby vhodn%ch kultiva$ních podmínek 
Po vyhodnocení Graf& 6 a 7, uveden#ch na stran" 41 v kapitole 5. 2. 2.,  
bylo rozhodnuto, !e v dal(ích fázích experimentu bude pou!íváno pro zvlh%ení u! jen 
bezuhlíkaté médium, aby bylo dosa!eno co nejvy((í produkce celulasové aktivity. 
Vy((í koncentrace extracelulárních protein& v p$ípad" kartonu jako zdroje uhlíku 
nebyla rozhodujícím faktorem v#b"ru vhodného zdroje uhlíku. Po charakterizaci 
protein& za pomoci specifické aktivity (a/mg proteinu) byl na základ" hodnot 
uveden#ch v Grafu 10 zvolen jako zdroj uhlíku pro dal(í kultivaci kancelá$sk# papír. 
Graf 10 Závislost hodnot specifické celulasové aktivity na $ase kultivace a pou!itém zdroji 
uhlíku. 
 
Graf 10 ukazuje srovnání specifick#ch celulasov#ch aktivit získan#ch anal#zou 
extrakt& kultivace na kartonu a kancelá$ském papíru. Porovnáním hodnot aktivit,  
které byly stanoveny v závislosti na pou!itém zdroji uhlíku (Graf 10)  
a zvlh%ovacím médiu (Graf 6 a 7), byl vybrán pro pokra%ování experimentu kancelá$sk# 
papír zvlh%en# bezuhlíkat#m médiem.  
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5.3 Kultivace A. niger v kolonách 
V pr&b"hu patnáctidenní kultivace A. niger byly sledovány t$i parametry. Jednalo 
se podobn", jako p$i kultivaci v Erlenmeyerov#ch ba'kách (kapitola 5. 1.), o produkci 
extracelulárních protein&, celulasové a proteasové aktivity. Z literatury je známo [25], 
!e zvolen# mikroorganismus produkuje nejen celulasy ale i proteasy.  
V této fázi experimentu byl sledován vliv %asu kultivace na uvedené parametry. 
Kultivace v kolonách probíhaly na kancelá$ském papíru jako zdroji uhlíku a za pou!ití 
bezuhlíkatého zvlh%ovacího média. Kultivace probíhaly ve dvou kolonách sou%asn". 
Pro odb"r vzork& extraktu z kolon byly na základ" kultivací v Erlenmeyerov#ch 
ba'kách a morfologick#ch vlastnostech A. niger, zvoleny dva %asové intervaly. Jednalo 
se o odb"ry v %asov#ch intervalech 3 a 5 dn&. V t"chto intervalech byly kolony promyty 
extrak%ním %inidlem (bezuhlíkaté médium) s %asovou prodlevou 2 hodiny.  
Po dvouhodinové extrakci na t$epa%ce p$i 120 rpm byl získan# eluát odebrán a v kolon" 
byly nastaveny p&vodní podmínky. 
5.3.1 Kultivace Aspergillus niger v kolon* s odb*ry vzork& po t(ech dnech 
Stejn", jako v p$ípad" kultivace A. niger v Erlenmeyerov#ch ba'kách,  
byla jako první stanovována koncentrace extracelulárních protein& Lowryho metodou. 
Získaná závislost je uvedena v Grafu 11. 
Graf 11 Závislost koncentrace extracelulárních protein& na $ase kultivace 
 
Z uvedené závislosti je patrná nejvy((í produkce extracelulárních protein& mezi 
t$etím a (est#m dnem kultivace v uvedené kolon". Tato vysoká produkce  
je pravd"podobn" zp&sobena tím, !e A. niger pro(el adapta%ní fází  
na zdroj uhlíku a za%al do prost$edí produkovat proteiny s r&znou funkcí, které jsou 
schopny zajistit jeho p$e!ití na zdroji uhlíku, kter#m byl kancelá$sk# papír. Tomuto  
by nasv"d%ovala i nízká koncentrace extracelulárních bílkovin, zji(t"ná ve t$etím dni  
od inokulace. [26; 27; 29] 
  45 
Ze závislosti produkce celulasové aktivity na %ase, která je uvedena v Grafu 12, 
byla také pozorována nízká celulasová aktivita ve t$etím dni kultivace,  
co! by potvrzovalo p$ítomnost adapta%ní fáze mikroorganismu v tomto %asovém úseku 
kultivace. V (estém a devátém dni od inokulace kolony byla celulasová aktivita 
prokazateln" nejvy((í. Mikroorganismus v tomto období produkoval i vysoká mno!ství 
extracelulárních protein&, jak ukazuje Graf 11. Graf 12 potvzuje, !e %ást protein&,  
které byly produkovány v tomto období kultivace, m"la celulasovou aktivitu.  
Graf 12 Závislost produkce celulasove aktivity na $ase kultivace 
 
Mikroorganismus produkoval proteiny s celulasovou aktivitou, aby si zajistil  
ze substrátu, kter#m byl kancelá$sk# papír, dostate%n# p$ísun zdroje uhlíku.  
Ve dvanáctém dnu kultivace je v Grafu 12 dob$e patn# náhl# pokles ve sledované 
celulasové aktivit". Tento jev byl pozorován v %ase, kdy byla detekována nejvy((í 
hodnota proteasové aktivity (Graf 13). Následn# op"tovn# nár&st celulasové aktivity byl 
spojen s op"tovn#m sní!ením proteasové aktivity ve stejném %ase (Graf 12 a 13).  
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Graf 13 Závislost produkce proteasove aktivity na $ase kultivace 
 
Ze závislosti uvedené v Grafu 13, která vyjad$uje produkci proteasové aktivity 
v závislosti na %ase kultivace je patrn# pouze úzk# interval, ve kterém se pohybovaly 
hodnoty proteasové aktivity. Jednalo se o interval 0,0045 – 0,0062 µmol ! min-1 ! ml-1 . 
Proteasová aktivita je pouze jednou z aktivit protein&, kterou je Aspergillus niger 
schopen produkovat. [25; 26; 27] Jedinou odchylkou v aktivit" je dvanáct# den 
kultivace, kdy byla proteasová aktivita prokazateln" nejvy((í  
(0,0091 µmol ! min-1 ! ml-1). Tato hodnota proteasové aktivity ovlivnila také aktivitu 
celulasovou, co! se projevilo jejím sní!ením, jak je patrné z Grafu 12.  
Pokud se porovnají hodnoty aktivit celulasové a proteasové, je z$ejmé,  
!e celulasová aktivita, získaná ze vzork&, je mnohem vy((í v&%i proteasové aktivit".  
Na druhou stranu i men(í zm"na v proteasové aktivit" velmi ovliv'uje i aktivitu 
celulasovou, jak je patrné z Graf& 12 a 13. 
Graf 14 ukazuje porovnání relativní aktivity celulas a proteas. Nejvy((í aktivita 
celulas byla zji(t"na ve t$etím dni kultivace, proto byla tato hodnota zvolena jako vta!ná 
pro celulasy (100 % relativní celulasová aktivita). Nejvy((í aktivita celulas byla zji(t"na 
ve dvanáctém dni kultivace, proto byla tato hodnota proteolytické aktivity zvolena  
jako vzta!ná (100 % relativní proteasová aktivita).  
Jak je vid"t z Grafu 14 nízká relativní aktivita celulas je spojena s nejvy((í relativní 
aktivitou proteas. Z tohoto vypl#vá, !e proteasy produkované b"hem kultivace A. niger 
v kolonách ovliv'ují aktivitu extracelulárních celulas produkovan#ch b"hem kultivace 
A. niger v kolon" s prom#váním kolony po t$ech dnech.  
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Graf 14 Závislost relativní aktivity celulas a proteas na $ase kultivace 
 
Hodnoty proteasové aktivity v intervalu 0,0045 – 0,0062 µmol ! min-1 ! ml-1  
nezp&sobují ovlivn"ní celulasové aktivity, ale zv#(ení aktivity proteas  
na 0,0091 µmol ! min-1 ! ml-1 s sebou nese sní!ení celulasové aktivity z pr&m"rn#ch  
3,7 – 4,5 µmol ! min-1 ! ml-1  na 0,90 µmol ! min-1 ! ml-1 , co! p$edstavuje pokles  
na pouze 20 % aktivitu celulas. 
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5.3.2 Kultivace v kolon* s odb*ry vzork& po p*ti dnech 
Vzhledem k morfologick#m vlastnostem A. niger a mo!nosti tvorby biofilmu [50], 
byly zvoleny na prom#vání kolony krom" t$ídenních interval& také intervany p"tidenní.  
Stejn" jako v p$ípad" kultivace v kolon" a odb"rech vzork& po t$ech dnech,  
byla v tomto p$ípad" kultivace s odb"rem po p"ti dnech stanovována koncentrace 
extracelulárních protein&, celulasová a proteasová aktivita. 
Z Grafu 15, kter# ukazuje závislost produkce extracelulárních protein& na %ase,  
je patrné postupné zvy(ování koncentrace extracelulárních protein& v pr&b"hu  
této kultivace.  
Graf 15 Závislost koncentrace extracelulárních protein& na $ase kulivace 
 
Hodnoty koncentrací extracelulárních protein& jsou v porovnání s hodnotami 
koncentrací extracelulárních protein&, uveden#mi v Grafu 11 ni!(í. Ni!(í koncentrace 
extracelulárních protein& v p$ípad" kultivace A. niger v kolon" s prom#váním po p"ti 
dnech (v porovnání s kultivací A. niger v kolon" s prom#váním ve t$ídenních 
intervalech), znamená ni!(í produkci extracelulárních protein& b"hem kultivace 
A. niger v kolon" s prom#váním v p"tidenních intervalech (v porovnání s kultivací  
A. niger v kolon" s prom#váním ve t$ídenních intervalech). Ni!(í frekvence prom#vání 
kolony má patrn" za následek sní!ení vodní aktivity na povrchu substrátu p$i SSF,  
co! vede u A. niger ke sní!ené produkci extracelulárních protein& a ni!(í aktivit" 
celulas. 
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Graf 16 Závislost produkce celulasove aktivity na $ase kultivace 
 
Z Grafu 16, kter# ukazuje závislost celulasové aktivity na %ase, je patrná nízká 
celulasová aktivita protein& p$i desátém dni kultivace. Tato hodnota byla o%ekávána 
v d&sledku hodnot celulasové aktivity, uveden#ch v Grafu 12 na stran" 45 (kultivace 
v kolon" s prom#váním ve t$ídenních intervalech). Desát# den dob$e charakterizuje 
pokles celulasové aktivity i v tomto p$ípad" kultivace v kolon" s prom#váním 
v p"tidenních intervalech, kter# je spojen se zv#(enou aktivitou proteas, která má vliv 
na celulasy. [63; 64; 65] 
Graf 17 potvrzuje nár&st proteasové aktivity v pr&b"hu kultivace, uvedené  
na stran" 46 v Grafu 13.  
Graf 17 Závislost produkce proteasove aktivity na $ase kultivace 
 
Pokud byly porovnány Grafy 19 a 15 byla jasn" prokázána zv#(ená produkce 
proteasové aktivity mezi desát#m a dvanáct#m dnem kultivace v kolonách,  
která ovlivnila aktivitu celulasovou v tomto %asovém úseku kultivace. 
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Graf 18 ukazuje porovnání relativní aktivity celulas a proteas. Nejvy((í aktivita 
celulas byla zji(t"na v této kolon" s prom#váním po p"ti dnech v pátém dni kultivace, 
proto byla tato hodnota zvolena jako vta!ná (100 % relativní celulasová aktivita). 
Nejvy((í aktivita proteas byla v této kolon" s prom#váním v p"tidenních intervalech 
zji(t"na desát# den kultivace, a proto byla tato hodnota proteasové aktivity zvolena  
jako vzta!ná pro proteasovou aktivitu (100 % relativní proteasová aktivita).  
Graf 18 Závislost relativní aktivity celulas a proteas na $ase kultivace 
 
Pokud byly porovnány hodnoty relativních aktivit celulas a proteas  
(stejn" jako v p$ípad" kultivace v kolon" s prom#váním ve t$ídenních intervalech),  
bylo potvrzeno, !e pokles celulasové aktivity extracelulárních protein& produkovan#ch 
A. niger je spojen s nár&stem aktivity proteas, zji(t"né b"hem kultivace v kolonách.  
Hodnoty proteasové aktivity v intervalu 0,0038 – 0,0051 µmol ! min-1 ! ml-1  
nezp&sobují ovlivn"ní celulasové aktivity, ale zv#(ení aktivity proteas  
na 0,019 µmol ! min-1 ! ml-1 s sebou nese sní!ení celulasové aktivity z pr&m"rn#ch  
2,5 µmol ! min-1 ! ml-1  na 2,2 µmol ! min-1 ! ml-1 , co! p$edstavuje pokles  
na 86 % aktivitu celulas. 
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5.3.3 Srovnání relativních enzymatick%ch aktivit v kolon* s prom%váním  
ve t(ídenních intervalech s kolonou, která byla prom%vána v intervalech 
p*tidenních 
Kultivace A. niger v kolonách s prom#váním v rozdíln#ch %asov#ch intervalech 
m"la za cíl zjistit, jak# vliv má r&zná frekvence prom#vání kolon na produkci celulas. 
Vzhledem k morfologick#m vlastnostem A. niger [29], bylo p$edpokládáno,  
!e produkce celulasové aktivity bude vy((í v p$ípad" prom#vání kolony v p"tidenních 
intervalech. Tento p$edpoklad nebyl potvrzen. V pr&b"hu kultivace A. niger v kolonách 
byla prokázána opa%ná skute%nost. A to sice, !e produkce celulasové aktivity je vy((í 
v p$ípad" prom#vání kolony v %ast"j(ích (t$ídenních) intervalech, ne! v p$ípad" 
kultivace A. niger v kolon" s prom#váním v p"tidenních intervalech. Svou roli  
p$i produkci extracelulárních protein& hrálo i dopl'ování minerálních látek, které byly 
obsa!eny v bezuhlíkatém médiu, kter#m byly kolony prom#vány. 
Vztah mezi celulasov#mi aktivitami byl vyjád$en za pomoci relativních aktivit  
a v#sledná závislost je zobrazena v Grafu 19. Nejvy((í hodnota celulasové aktivity byla 
zvolena jako vzta!ná pro v(echny ostatní. Jednalo se o hodnotu celulasové aktivity 
v devátém dni kultivace v kolon", která byla prom#vána v t$ídenních intervalech. 
Graf 19 Závislost relativní celulasové aktivity na $ase kultivace a frekvenci prom%vání kolony 
 
 
Jak ukazuje Graf 19 relativní celulasová aktivita byla vy((í v kolon", která byla 
prom#vána v t$ídenních intervalech. Prodlou!ení %asov#ch prodlev prom#vání kolony 
(Graf 19) ze t$í na p"t dní zp&sobilo pokles celulasové aktivity. P$i%em! pokles 
celulasové aktivity v desátém a dvanáctém dni kultivace je spojen s nár&stem 
proteasové aktivity, která byla v t"chto dnech nejvy((í, jak je uvedeno v Grafu 20.  
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Graf 20 Závislost relativní proteasové aktivity na $ase kultivace a frekvenci prom%vání kolony 
 
 
 Závislost relativní proteasové aktivity na %ase kultivace a frekvenci prom#vání 
kolony je uvedena v Grafu 20. Nejvy((í proteasová aktivita byla zji(t"na v desátém dni 
kultivace v kolon" s p"tidenními intervaly prom#vání, proto byla zvolena jako vzta!ná 
pro v(echny ostatní hodnoty proteasové aktivity. Produkce proteas v kolon", která byla 
prom#vána extrak%ním %inidlem intenzivn"ji (ve t$ídenních intervalech), byla vy((í.  
V Grafu 21 je uvedena závislost relativní koncentrace extracelulárních protein&  
na %ase kultivace a frekvenci prom#vání kolony. Jako nejvy((í (vzta!ná) hodnota byla 
zvolena hodnota koncentrace extracelulárních protein& v (estém dni kultivace v kolon" 
s prom#váním ve t$ídenních intervalech. 
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Graf 21 Závislost relativní koncentrace extracelulárních protein& na $ase kultivace a frekvenci 
prom%vání kolony 
 
Jak je vid"t z relativních hodnot sledovan#ch parametr& p$i kultivaci A. niger  
v kolonách (Graf 19 – 21), je z hlediska relativní celulasové, proteasové aktivity  
i relativní koncentrace extracelulárních protein&, v#hodn"j(í kultivace A. niger  
v kolonách s vy((í frekvencí prom#vání (prom#vání kolony v t$ídenních intervalech).  
V#hoda kultivace A. niger v kolon" prom#vané ve t$ídenních intervalech je dolo!ena 
také hodnotami v#t"!ností sledovan#ch parametr& z jednoho gramu kancelá$ského 
papíru. Hodnoty jsou uvedeny v Tabulce 8. 
Tabulka 8 V%t"!nost mno!ství protein&, aktivity celulas, aktivity proteas, vyprodukovaná p#i 
kultivaci A. niger v kolonách s intervay prom%vání kolony 3 a 5 dní. Hodnoty 
v%t"!ností jsou vzta!eny na 1 g kancelá#ského papíru. 
Kolona s prom%váním Hmotnost proteinu 
[g] 
aktivita celulas 
µmol
min ! g
"
#
$
%
&
' 
aktivita proteas 
µmol
min ! g
"
#
$
%
&
' 
ve t(ídenních intervalech 0,347 6,518 0,01513 
v p*tidenních intervalech 0,102 3,580 0,01384 
 
  54 
Jak je vid"t v Tabulce 8, p$i kultivaci v kolon" prom#vané ve t$ídenních 
intervalech byly zji(t"ny vy((í hodnoty celulasové a proteasové aktivity i mno!ství 
extracelulárních protein&, ne! v p$ípad" kultivace A. niger v kolon" s p"tidenním 
intervalem prom#vání. Je to zp&sobeno nejpravd"podobn"ji rozdílnou vodní aktivitou  
v kolonách [50], která má rozhodující vliv na produkci extracelulárních protein&  
s celulasovou a proteasovou aktivitou. Svou roli p$i ovlivn"ní sledovan#ch parametr& 
p$i kultivaci v kolonách hrálo také %ast"j(í dopl'ování minerálních látek p$i prom#vání 
kolon ve t$ídenních intervalech. *ast"j(í prom#vání (ve t$ídenních intervalech) vedlo  
k %ast"j(ímu dopln'ování minerálních látek obsa!en#ch v extrak%ním %inidle (BM)  
a A. niger poté produkoval více enzym& s vy((í celulasovou i proteasovou aktivitou,  
ne! v p$ípad" prom#vání v p"tidenních intervalech. 
5.3.4 Stanovení základních enzymov%ch charakteristik u vybran%ch frakcí  
z kultivace 
Pro stanovení základních enzymov#ch charakteristik byly vybrány frakce 
z kultivace v obou kolonách (z kolony prom#vané v t$ídenních i p"tidenních 
intervalech). Byly vybrány frakce z patnáctého dne kultivace, aby bylo mo!né porovnat 
enzymy produkované ve stejném %asovém okam!iku. Patnáct# den byl zvolen také 
proto, !e celulasová aktivita byla v tomto dni jedna z nejvy((ích u obou kolon,  
jak ukazuje Graf 19. Základní enzymové chrakteristiky byly stanoveny pro celulasy. 
5.3.4.1 Stanovení teplotního optima celulas 
Teplotní optimum celulas bylo stanoveno na základ" aktivit celulas p$i r&zn#ch 
teplotách inkubace reakce. V#sledné hodnoty byly vyjád$eny jako relativní aktivita  
a vyneseny v Grafu 22 a 23 jako závislost relativní aktivity na teplot" inkubace enzym& 
se substrátem. 
Graf 22 Závislost relativní aktivity celulas na teplot" (kolona s prom%váním ve t#ídenních 
intervalech) 
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Graf 22 ukazuje teplotní optimum pro celulasy izolované z frakce po patnácti 
dnech kultivace A. niger  v kolon", která byla prom#vána v t$ídenních intervalech 
bezuhlíkat#m médiem. Bylo zji(t"no, !e celulasy, které byly v tomto vzorku, mají 
teplotní optimum 50°C. Celulasa izolovaná z tohoto vzorku m"la relativní aktivitu  
85 a! 87 % je(t" p$i teplotách 55 a 60°C. 1ir(í oblast teplotního optima pro tuto celulasu 
je pravd"podobn" zp&sobeno tím, !e A. niger je termorezistentní mikroorganismus [24], 
proto je (ir(í oblast teplotního optima celulas mo!ná. 
V Grafu 23 je uvedena závislost aktivity celulas na teplot" pro vzorek získan#  
po patnáctidenní kultivaci v kolon" prom#vané bezuhlíkat#m médiem v p"tidenních 
intevalech.  
Graf 23 Závislost relativní aktivity celulas na teplot" (kolona s prom%váním v p"tidenních 
intervalech) 
 
Hodnota teplotního optima, kdy byla nejvy((í aktivita celulas byla také p$i 50°, 
stejn" jako v p$ípad" vzorku celulas získaného z kolony prom#vané ve t$ídenních 
intervalech. Vy((í relativní aktivity celulas (85 – 87 %) p$i 55 a 60 °C nebyly v tomto 
vzorku zji(t"ny. Na druhou stranu hodnoty relativních celulasov#ch aktivit p$i 45° byly 
70 % v p$ípad" kolony prom#vané ve t$ídenních intervalech a 82 % v kolon" 
prom#vané v p"tidenních intervalech.  
V Grafech 19 a 21 je vid"t ni!(í relativní aktivita celulas i koncentrace 
extracelulárních protein& ve vzorcích získan#ch z kolony prom#vané v p"tidenních 
intervalech v porovnáním se vzorky získan#mi z kolony prom#vané ve t$ídenních 
intervalech. Porovnáním v#sledk& v Grafech 19 a 21 bylo zji(t"no, !e celulasy 
produkované v kolon" prom#vané v p"tidenních intervalech maji ni!(í relativní aktivitu 
a také u!(í teplotní optimum, ne! vzorky celulas izolované z kolony prom#vané  
ve t$ídenních intervalech. 
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5.3.4.2 Stanovení tepelné stability celulas 
Tepelná stabilita celulas byla stanovena na základ" p&lhodinové p$edinkubace 
enzymu p$i r&zn#ch teplotách. Enzym byl získán z extraktu po inkubaci v kolonách. 
V#sledné hodnoty byly vyjád$eny jako relativní aktivita a vyneseny  
v Grafu 24 a 25 jako závislost relativní aktivity na teplot" p$edinkubace enzymu. 
Tepelná stabilita celulas se projevila na relativní aktivit" celulas, proto!e p$i inkubaci 
vzorku proteinu p$i zvolené teplot" bu/ dochází, nebo nedochází k ztrát" jeho 
enzymatické aktivity. Ú%inek p$edinkubace enzymu v teplotním intervalu 30 – 70°C  
se projevil poklesem relativní aktivity p$i teplot" 70°C. 
Graf 24 Závislost relativní aktivity celulas na teplot" (kolona s prom%váním ve t#ídenních 
intervalech) 
 
Z Grafu 24 je patrná tepelná stabilita celulas získan#ch z kololy prom#vané  
ve t$ídenních intervalech po dobu 15 dní. Celulasy v tomto vzorku byly stálé  
a! do teploty 50°C, kdy se ji! za%ala projevovat tepelná inaktivace, jako ztráta jejich 
aktivity.  
V Grafu 25 je ukázána teplotní stabilita celulas izolovan#ch z kolony prom#vané  
v p"tidenních intervalech.  
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Graf 25 Závislost relativní aktivity celulas na teplot" (kolona s prom%váním v p"tidenních 
intervalech) 
 
Tepelná stabilita celulas z kolony prom#vané v p"tidenních intervalech byla 100 % 
a! do teploty 50°C, kdy se za%al projevovat ú%inek tepelné inaktivace. Teplotní 
optimum celulas izolovan#ch z kolony prom#vané v p"tidenních intervalech je 
ovlivn"no pravd"podobn" ni!(í tepelnou stabilitou t"chto celulas v intervalu teplot 50 a! 
60°C v porovnání se stejn#m intervalem v p$ípad" vzork& izolovan#ch z kolony 
prom#vané ve t$ídenních intervalech. 
5.3.4.3 Stanovení pH optima celulas 
pH optimum celulas bylo stanoveno na základ" aktivit celulas p$i r&zn#ch pH 
substrátu v rozmezí pH = 4 a! pH = 7. Enzymatická reakce byla realizována p$i teplot" 
rovné teplotnímu optimu celulas. V#sledné hodnoty byly vyjád$eny jako relativní 
aktivita a vyneseny v Grafu 26 a 27 jako závislost relativní aktivity na pH substrátu. 
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Graf 26 Závislost relativní aktivity celulas na pH substrátu (kolona s prom%váním ve t#ídenních 
intervalech) 
 
Jak je vid"t v Grafu 26, pH optimum celulas má hodnotu 5,6. P$i této hodnot" pH 
byla relativní celulasová aktivita nejvy((í, proto byla zvolena jako vzta!ná pro ostaní 
hodnoty celulasov#ch aktivit. P$i%em! celulasy izolované z kolony prom#vané  
ve t$ídenních intervalech dosahovaly více ne! 60% relativní aktivity v rozmezí  
pH = 4,6 – pH = 6,6. 
Graf 27 Závislost relativní aktivity celulas na pH substrátu (kolona s prom%váním v p"tidenních 
intervalech) 
 
Hodnota pH optima celulas izolovan#ch z kolony prom#vané v p"tidenních 
intervalech má stejn" jako u vzorku z kolony prom#vané ve t$ídenních intervalech 
hodnotu 5,6. Ov(em hodnoty relativních aktivit jsou v porovnání s aktivitami získan#mi 
z kolony prom#vané v p"tidenních intervalech mnohem ni!(í. V intervalu  
pH = 5,0 – pH = 6,0 byla relativní aktivita celulas vy((í ne! 40 %. 
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5.3.5 Shrnutí enzymov%ch charakteristik zji,t*n%ch u vybran%ch frakcí 
z kultivace A. niger v kolonách 
Celulasy izolované z kolony prom#vané bezuhlíkat#m médiem ve t$ídenních 
intervalech mají teplotní optimum reakce 50 a! 60°C (Graf 22),  
se kter#m pravd"podobn" souvisí i jejich vy((í tepelná stabilita p$i t"chto teplotách 
(Graf 24), ne! u celulas izolovan#ch p$i kultivaci s prom#váním kolony v p"tidenních 
intervalech (Graf 23 a 25).  
Teplotní optimum enzymatické reakce celulas u vzork& izolovan#ch z kolony 
prom#vané v p"tidenních intervalech je 45 a! 50°C (Graf 23). Ni!(í teplotní optimum 
katal#zy je pravd"podobn" spojeno s ni!(í tepelnou stabilitou (Graf 25). 
P$i stanovování pH optima enzymatické reakce bylo zji(t"no, !e celulasy izolované 
z kolony prom#vané ve t$ídenních intervalech mají (ir(í rozmezí pH p&sobení. Jejich 
relativní aktivita je vy((í ne! 60 % v intervalu pH = 4,6 – pH = 6,6. 
Ze stanoven#ch charakteristik vypl#vá, !e celulasy produkované p$i kultivaci 
v kolon" s prom#váním bezuhlíkat#m médiem ve t$ídenních intervalech mají (ir(í 
teplotní i pH optimum enzymatické reakce a jsou i tepeln" stabiln"j(í, ne! celulasy 
izolované z kolony prom#vané bezuhlíkat#m médiem v p"tidenních intervalech. 
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6 ZÁV#R 
 
Cílem práce bylo zhodnotit na základ" sledovan#ch parametr& mo!nost pou!ití 
odpadního papíru (kancelá$sk# papír a karton) na mikrobiální produkci celulolytick#ch 
enzym& za pomoci Aspergillus niger. V pr&b"hu experiment& byl sledován vliv r&zn#ch 
kultiva%ních podmínek na produkci extracelulárních protein& a jejich celulasovou  
a proteasovou aktivitu.  
 Praktická %ást této diplomové práce byla rozd"lena na dv" %ásti. V první %ásti  
byl sledován vliv zvoleného zdroje odpadního papíru a zvlh%ovacího média p$i SSF  
na produkci extracelulárních protein& a jejich celulasovou aktivitu. Kultivace byla 
provedena v Erlenmeyerov#ch ba'kách. 
Bylo zji(t"no, !e pro kultivaci SSF zp&sobem v Erlenmeyerov#ch ba'kách  
bylo v#hodn"j(í pou!ití sm"si kancelá$ského papíru zvlh%eného bezuhlíkat#m médiem. 
Ve druhé %ásti na základ" vyhodnocení kultivace v Erlenmeyerov#ch ba'kách byly 
zvoleny podmínky pro kultivaci A. niger v kolonách. 
P$i kultivaci v kolonách bylo zji(t"no, !e na produkci protein& s celulasovou  
a proteasovou aktivitou má vliv frekvence prom#vání kolony.  
Bylo zji(t"no, !e z hlediska celulasové aktivity extracelulárních protein& 
produkovan#ch b"hem kultivace Aspergillus niger v kolon" je v#hodn"j(í pou!ití 
t$ídenních interval& prom#vání kolony, ne! p"tidenních interval& prom#vání kolony. 
Pou!ití t$ídenních interval& m"lo za následek vy((í produkci protein& s vy((í 
celulasovou i proteasovou aktivitou. 
Stanovením základních enzymov#ch charakteristik u vybran#ch frakcí z kultivace 
bylo zji(t"no, !e celulasy, které byly vyprodukovány v kolon" s t$ídenním prom#váním 
m"ly (ir(í teplotní i pH optimum a byly také tepeln" stabiln"j(í, ne! celulasy 
produkované v p$ípad" kultivace v kolon" s p"tidenním prom#váním. 
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SEZNAM ZKRATEK 
 
CCM *eská sbírka mikroorganism& Masarykovy univerzity v Brn" 
SmF submerzní kultivace 
SSF solid – state kultivace 
SAF povrchová adhezní kultivace 
CBH 1,4 – ) – D – glukan celobiohydrolasa 
EG endo – ) – 1,4 – glukanasa 
BG ) – glukosidasa 
aw  aktivita vody 
IUB Mezinárodní biochemická unie 
IUPAC Mezinárodní unie pro %istou a u!itou chemii 
U  standardní jednotka pro aktivitu 
kat jednotka katalytické aktivity 
UV ultrafialová %ást spektra 
Tyr tyrosin 
Trp tryptofan 
EDTA ethylendiamintetraoctová kyselina 
GRAS látka pova!ovaná experty za bezpe%nou 
a  aktivita 
c  koncentrace 
rpm otá%ky za minutu 
SI  mezinárodní soustava jednotek 
BM bezuhlíkaté médium 
 
